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@ Conjuguto macromol6culal res d'h6mogloblne, leur proc6d6 de preparation et leure applications. 

@ Linvention a pour object un proc6d6 de preparation de 
conjugues macromol6culaires hydrosolut>les d'hdmogloblne. 
caracterise en ce que : 

- on fixe, dans une premiere dtape. des sites Z sur un poiymere 
P, tes sites Z contenant d*une part au molns une charge 
negative portee par exemple par des groupes sulfates et 
destinee e creer une liaison lonique avec Themoglobine, et 
contenant d*autre part au molns par exemple par une groups 
carboxyiique. et destine & creer une liaison covalente avec 
I'hemo^obtne, 

- puis dans une seconds etape, on fait rdaglr le polymSre P 
comportant le ou les sites Z avec de i'h^mogloblne sous forme 
oxygenee. pour former d'une part au moins une liaison ionlque 
entre Tun au moins des sites Z portes par le polym^re et 
I'hemoglobine et d'autre part au molns une liaison covalente 
entre le mfime susdft site Z porte par le poiym&re et 
I'hemoglobine. 

Les conjugues macromoieculaires obtenus par ce precede 
presentent pour t'oxygdne une alfinite inferieure h celie de 
rhemoglobine Hbre. 
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Description 

CONJUGUES MACROMOLECUUURES D'HEMOGLOBINE, LEUR PROCEDE DE PREPARATION ET LEURS 

APPUCATIONS 

L'invention conceme de nouveaux conjugues macromol6culaires, leur proc6d6 de preparation et leurs 
5 applications comme transporteurs d'oxygene. notamment dans le cadre des transfusions. 

On sait qu'il est possible d'injecter par voie intravelneuse une solution aqueuse d*h6moglobine exempte de 
stroma et rendue isotonique du sang. 

Or run des inconv6nients que pr6sente rh6nrK>globlne est qu'elle ne reste pas dans le circuit sanguin mais 
qu'elie diffuse k I'extdrieur du systdme vasculaire, en rsdson en particulier de sa petite tailie. 
10 Afin de rem^dier i cet inconvenient, c'est k dire afin d'augmenter la persistence intravasculaire de 
rhemogloblne libre dans le cadre de son utilisation comme 'substitut" du sang ou de solute de rempllssage 
transporteur d'oxyg^ne, plusieurs proc6des ont 6te utilises. 

On a, par exemple. fix§ I'h^moglobine k des macromol6cules hydrosoiubles d6pourvues de toxicite. non 
antig^niques et h§mocompatibies. 
75 C'est ainsi que de nombreux exemples d*h6mogtobines modifiees par la fixation chimique de polym&res 
hydrosoiubles montrent que le temps de sejour de Themoglobine dans Torganisme peut etre largement 
augmente. 

Parmi les dlfferents polymdres utilises, les plus courants sont les polysaccharides et notamment le dextrane 
(brevet fran<?ais rf 2.328.478) l^hydroxyethylamidon (brevet franpais n** 2.328,478), I'inuline (demande de 
20 brevet europeen n° 43.675), et les polyail<yldneglycols et plus partlculidrement le polyethylene glycol 

Dependant dans tous les cas, l'h6moglobine ainsi modifiee par fixation directe de ces polymeres, poss§de 
des propriet6s oxyphoriques mal adapt§es a une utilisation en transfusion sanguine. 

On rappeile, en effet, qu'un substitut sanguin ne peut jouer un r6le Equivalent a celui qu*assume 
rhemoglobine intraerythrocytaire native que dans la mesure oil ia combinalson qu'll forme avec I'oxygdne est 
25 reversible, c'est a dire qu'il est capable de fixer i'oxygene, (rhemoglobine est alors sous forme oxygenee) 
mais egalement capable de relarguerfacilement roxyg^ne (rh§moglobine est alors sous forme d6oxygenee). 

Cette propriety vis k vis de l'oxyg§ne est caracteris6e par la courbe (appelee courbe de Barcroft) qui 
correspond k la variation de la quantity d'oxygdne retenue par unit6 de masse du transporteur en fonctlon de 
la pression partielle de I'oxygdne contenue dans ratmosphSre k laquelle rh6moglobine est expos6e. 
30 Dans le cas d'une solution aqueuse de l*himoglobine native (concentration 15 p.moles/litre) cette variation 
est representee par le trace de reference represents sur la figure 1, represents k pH 7.2 k 25''C. 

L'un des parametres associe k cette courbe est ia pression de deml-saturation (Pso) qui est la pression 
partielle de roxygene k laquelle il faut soumettre la solution d'hSmoglobine pour qu'elie absorbe une masse 
d'oxygene Squivalant a 50 Wo de ia quantitfe maximum k laquelle elle est capable de se combiner. Or dans le cas 
35 de I'hemoglobine modifiee (hSmoglobine couplee k des polymeres) comme indique ci-dessus. la courbe de la 
figure 1 reprSsentant le pourcentage de I'oxygSne combine a I'hemoglobine sous des pressions partielles d 
oxygene detemiinees. subit une translation vers ia gauche par rapport k la courbe correspondent k 
rhemoglobine native. 

Ceci signifie que la pression P50 de I'hemoglobine modifiee est inf6rieure k celle de rhemoglobine native^ en 
40 d'autres termes rhemoglobine modifiee presente une afflnite trop forte vis k vis de I'oxygene, ce qui a pour 
inconvenient que roxygene ne peut §tre restituee rapidement aux tissus irrigues. 

Cette modification des proprietes oxyphoriques de rhemoglobine modifiee peut s'expliquer notamment 
pour les raisons suivantes : 
. - rhemoglobine native subit k rinterieur du globule rouge, rinftuence du diphospho-2.3-glycerate (2,3 DPG) qui 
45 est I'effecteur natural intraerythrocytaire, qui s'associe avec les amines du site allosterique de la 
deoxyhemoglobine, ce qui abaisse I'afflnite de rhemoglobine vis k vis de roxygene. 

Des ameliorations pour remedier k cet inconvenient ont ete proposees en effectuant ie coupiage entre des 
polymeres et de I'hemoglobine, en presence d'effecteurs temporaires (ou llgands) tels que le diphospho- 
2,3-glycerate ou rinosltoi hexaphosphate et en absence totate d'oxygSne (brevet franoals n** 83.145.45). 
50 Ces substances poiyphosphatees complexent fortement le site allosterique de la deoxyhemoglobine, 
stabilisant cette derniere. et protegent de cette fapon les sites amines qui sont essentiels pour ie processus 
de transport de I'oxygene. 

Cependant ces effecteurs sont eiimlnes soit au cours des etapes de purification des conjugues polymeres 
de rhemoglobine. soit dans le plasma, dans le cas oCi la purification n'a pas entrs^ne. reiimlnatlon des 
55 effecteurs, en raison des conditions dissoclatives du plasma. 

Pour remedier k cet inconvenient, on a propose d'avoir recours k des effecteurs penmanents, par exemple 
en fixant du pyridoxal-5'-phosphate (Japan Kokai Tokkyo JP n** 59.104.323). 

On a egaiement propose d'utlliser des llgands avec plusieurs groupes phosphates qui. aprSs fixation sur 
I'hemoglobine, diminuent sensiblement son affinite pour I'oxygene. 
60 Cependant, i'un des inconvenients presentes par ces composes est que leur obtention met en oeuvre 
plusieurs operations sur rhemoglobine et en tout cas plus de deux, ce qui provoque la formation de produits 
de degradation, notamment de methemoglobine. 
On a egalement propose, dans la demande de brevet France n"" 86.09825. des conjugues macromoiecu- 
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laires d hSmoglobine, dont la taille est telle que leur dIffusivitS extravasculaire est limitSe, voire annulee, qui 
sont prot^gSs contre les conditions dissoclatlves du plasma, dont les propri6t§s oxyphoriques ne sont pas 
alt6r6es. mais am§IIor6es par rapport A celles de rh^mogloblne llbre, at dont la preparation limlte Is nombre 
d'6tapes r6actionnelles sur i'hSmoglobine. 

Or. ces composes sont pr^sentds comme 6tant obtenus par un proc6d6 en deux 6tapes. k savoir fixation de 5 
sites Z portant des charges anionlques sur te pplymere P, suivi de la reaction entre le polymere P sur lequel ont 
6t6 fix6s les sites Z et rh^mogloblne, sous forme deoxyg§n§e, en Tabsence d'oxyg^ne. 

Ce proc6d6, toutefois slmplifi^ par rapport aux proc6d6s existent, peut dtre difficile k mettre en oeuvre ^ 
i'^chelle industrielle. surtout dans le cas Ton met en oeuvre des volumes importants de solutions de 
d6oxyh6moglobine, la difficult^ dtant par allieurs accrue dans la mesure oCi il est necessaire de travaiiler en 10 
I'absence d'oxygdne. 

Or, la Soci6t6 Demanderesse a trouvd de fa9on tout a fait inattendue un nouveau proc6d6 d'une part 
penmettant de preparer certains des conjugues qui font Tobjet de la demande France n^ 86.09625 et d'autre 
part permettant d'6tendre I'accds de t'homme de Tart & de nouveaux con]ugu6s qui pr6sentent de bonne 
propri6t6s oxyphoriques les rendant aptes & une utilisation in vivo comme substitut du sang. 15 

II s*est en effet av6r6 que certains conJugu6s de couplage de rhSmoglobine pouvaient §tre obtenus en 
mettant en oeuvre de rhSmogloblne sous fomne oxygenee. et en travaitlant dans des conditions n'Impliquant 
pas Tabsence d*oxyg§ne. 

Or. ta possibliit6 de preparer des conjugu§s macromol§cuIaires d*h§moglobine en utilisant de 
I'h^moglobine sous forme oxyg6n6e est toute I. fait surprenante et va a I'encontre tant des donnSes connues 20 
sur la conformation de Themoglobine que des rSsuttats obtenus ^ ce jour. 

En effet, compte tenu des donn6es connues de la conformation de Th^moglobine et notamment le fait que 
sous forme d6oxy, certaines des amines de l'h6moglobinB partlcipent au verrouillage de Thfemogloblne en 
6tablissant des ponts sallns d^finis ci-aprds, ces amines de I'hSmoglobine engagees dans les ponts salins ne 
peuvent done pas rdaglr facllement avec le po!ym6re. Lorsque la d^oxyhemoglobine et le polymere sont 25 
couplds dans le conjugue macromol6culaire d'hemoglobine obtenu. ces amines peuvent alors continuer a 
assurer ta transition de conformation oxy = deoxy de I'hemoglobine. De plus, la ddoxyhemoglobine possede 
un site (site allost^rique p) tapiss6 de fonctions amines capables de s*assocler ^nergiquement avec des . 
structures renfermant des groupes anionlques. Les polymdres portant des charges anioniques vont done 
rdagir pr6f6rentiellement 4 ce niveau et s'ils portent des fonctions reactives telles que carboxyle, aldehyde ou 30 
OH. r6agir a rintSrieur de ce site pour donner des conjugues oCi I'hemoglobine d6oxy est stabiiis6e, par 
contre. quand I'hSmoglobine est sous forme oxygenee. les ponts salins n'existent plus, et les amines 
correspondantes peuvent done reagir avec le polymdre, quel qu'il soit. Le rdsultat de ce couplage conduit a 
des conJugu6s dans lesquels rhSmoglobine se d6soxygdne difflcllement, les amines modifi6es par le 
polymere ne pouvant plus 6tabllr les ponts sallns stabilisant la forme d6oxy de rh§moglobine. Par ailleurs, te 35 
site p est trds desorganis6 et I'effet d'orientatlon par les groupes anionlques du polymere ne peut plus jouer. 
On obtient ainsi des conjugues poss^dant une Pso tr^s basse. 

Ces hypotheses ont et6 confirm6es par les r^suttats obtenus avec des polymeres comportant 

- des sites Z comportant des charges anioniques constitutes par des phosphates et/ou des sulfates, et/ou 

des carboxylates et 40 

- des groupes carboxytlques, aldehyde ou OH non situes sur les susdits sites Z, 

et dans lesquels la liaison ionique est stabile entre le phosphate et/ou le sulfate, et/ou le carboxylate des sites 
Z du polymere et rh^mogloblne et la liaison covalente est 6tabiie entre les groupes carboxyliques. aldehyde ou 
OH sltu6s sur le polymere. et rh6moglobine. 

En effet. lorsque de tels polymeres sont n\ls k reagir avec rh6moglobine sous forme oxygenee, la Pso du 45 
conjugu6 macromoieculaire d*hemogloblne devient inf6rieure k celle de rh6moglobine native. 

Des r^sultats obtenus avec des polymeres comportant des groupes carboxyliques. lesquels 

- d'une part, sous forme carboxylate. servent de charges anioniques 6tablissant des liaisons ionlques entre le 
polymdre et rh§mogloblne 

- et, d'autre part, entrent dans I'dtabrissement des liaisons covalentes entre le polymere et rhemoglobine mals so 
dans lesquels les groupes cart>oxytiques qui sont engages dans les liaisons covalentes ne sont pas situds sur 

les sites Z qui portent les carboxylates qui 6tablissent les liaisons Ionlques, ont prouv6 que les conjugues 
d'hemoglobine prepares i partir d*hemoglobine sous forme oxygen6e prtsentent une Pso Inf erieure e celle de 
rhemogloblne llbre ; en d*autres termes, de tels conjugues d'hemogtoblne n'ont pas de proprietes 
oxyphoriques Interessantes (cf. Preparative Biochemistry 14(4). 313-329 (1984)). 55 

Or. la possibillte de preparer des conjugues d'hemoglobine presentant des proprietes oxyphoriques 
Interessantes e partir d*hemogloblne oxygenee a ete obtenue gi^ce au precede de I'lnvention. 

On a par ailleurs deje propose des conjugues macromoieculaires d'hemoglobine dans lesquels 

- la liaison ionique entre le polymere et Themoglobine est etablle entre des sites Z du polymere portant des 
charges anionlques et I'hemoglobine et 60 

- la liaison covalente est etablle 

. soit entre des sites Z du polymere et Themoglobine, 

. soit entre le polymere et rhemoglobine, sous reserve de conditions entre la nature de ta charge anionique. le 
nombre de charges anioniques et le nombre de monomeres. 
Or, on a constate de fa^on inattendue qu'ii suffisalt d*au moins une charge anionique par polymere, sous 65 
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reserve que la charge anionique et la fonction susceptible de former la liaison covalente entre le potymSre et 
rh§mogtobtne solt situ6e sur le mdme site Z. 

L*un des buts de Tlnventlon est de foumir un nouveau proc6dd permettant d'obtenir facilement des 
conjugu^s macromoldculaires physiologiquement compatibles, et susceptibies de fixer PoxygSne reversible- 
5 ment. 

L'un des buts de I'inventlon est de fournir un nouveau proc§d6 permettant d'obtenir facilement des 
conjugufes macromol6culaires susceptibies de restltuer I'oxygene plus facilement que Themoglobine libre. 

L'un des buts de Tlnventlon est de proposer un nouveau proc§d6 permettant d'obtenir des conjugues 
macromoleculaires faciles a synth6tiser k I'echelle Industrielle. 
10 L'un des autres buts de Tlnventlon est de fournir un nouveau procdde permettant d'obtenir des conjugu6s 
macromol6cuIaires d'ii6moglobine. en soumettant l'h§moglobine au plus & deux 6tapes, et g§n6ra]ement A 
une seule §tape. 

L'un des autres buts de rinventlon est de proposer un nouveau proc§d6 pemnettant d'obtenir facilement 
des volumes importants de solutions aqueuses contenant des conjugues macromoleculaires d'h§moglobine 
1$ susceptibies d'etre utilis6es comme substitut du sang, notamment dans les interventions n§cessitant des 
transfusions ou la perfusion d'organe. 

L'un des autres buts de I'lnvention est de foumir un nouveau proc6d6 permettant d'obtenir facilement des 
solutions d'hemogloblne dont les proprl6t6s oxyphoriques. r^veldes par une augmentation de la Pso in vitro 
par rapport a I'hemoglobine libre. demeurent stables In vivo. 
20 L'un des autres buts de Tinvention est de proposer un nouveau proc6d6 permettant d'obtenir facilement 
des composes macromoleculaires d'hemogloblne prSsentant ^ la fols une affinity moder^e par rapport ^ 
I'oxygene, ainst qu*un volume hydrodynamlque eieve, entralnant au cours d'experiences transfusionnelles. 
I'augmentation de la persistance Intravasculaire de I'hemoglobine par suppression de Phemoglobinurie. 
L'un des autres buts de I'lnvention est de proposer un nouveau procede pemriettant d'obtenir facilement 
25 des conjugues macromoleculaires d'hemogloblne qui presentent d'excellentes proprietes oxyphoriques 
revelees par une augmentation de la P50 in vitro par rapport a I'hemoglobine libre, dans lesquels le polymere 
utilise, mis en presence d'hemogloblne mals dans des conditions de non couplage avec I'hemoglobine, 
n'entralne pas necessairement d'augmentation de la P50 par rapport d Themoglobine iibre. 
L'un des buts de I'lnvention est de proposer de nouveaux conjugues macromoleculaires presentant 
30 d'excellentes propri6t6s oxyphoriques reveiees par une augmentation de la P50 In vitro et dont la P50 puisse 
etre ajustee correlativement au nombre de liaisons ionlques etablies entre le polymere et I'hemoglobine. 

Le procede de preparation de conjugues macromoleculaires hydrosolubles d'hemogloblne. non 
biodegradables ou peu biodegradables, pendant le temps durant lequel le conjugue macromoI6cuIalre doit 
assurer desfonctions oxyphoriques dans le plasma, presentant pour I'oxygene une affinite inierieure ^ celle de 
S5 Themoglobine libre, caracterise en ce que : 

- on fixe, dans une premiere etape, des sites Z sur un polymere P. k raison d'au moins un site Z par chaTne de 
polymere. le polymere P etant hydrosoluble, non toxique, de preference non antig6nique, hemocompatible, de 
masse moieculaire d'envlron 1 000 k environ 500 000, de preference d'envlron 1 000 k environ 100 000, 
comportant un ou plusieurs groupes polaires, de preference des groupes hydroxyles, carboxyliques ou 

40 amines, et les sites Z contenant d'une part au molns une charge negative portee par des groupes, sulfates 
et/ou phosphates et/ou carboxylates. et destinee k crker une liaison ionique avec Themoglobine, et contenant 
d'autre part au moins un groupe carboxylique, aldehyde ou OH, destine a creer une liaison covalente avec 
Themoglobine, 

. soit en utilisant un compose Z-Y dans lequel Y est une fonction active ou activable a I'aide d'un agent 
45 d'activation. telle que aldehyde, carboxylique, amine, hydroxyle ou halogene, ou bien 
. soit en effectuant un greffage radicaiaire des sites Z sur le polymere P ; 

- puis dans une seconde etape. on fait reaglr le polymere P comportant le ou les sites Z avec de Themoglobine 
sous forme oxyg6nee. dans un milieu non d6oxyg6ne, dans des conditions telles que I'hemoglobine ne 
subisse pas de d6naturation et pulsse passer apres couplage avec le polymere de fapon reversible de la forme 

50 oxygen6e k la forme d6oxyg6n6e. en milieu aqueux de pH compris d'environ 5 a environ 9. 

pour former d'une part au moins une liaison ionique entre l'un au moins des sites Z portes par le polymere et 
rhemoglobine et d'autre part au moins une liaison covalente entre ie mSme susdit site Z porte par le polymere 
et I'hemoglobine. 

- lorsque la reaction ci-dessus indiquee conduit eventuellement k des f onctions imines, celles-ci peuvent etre 
55 stabiiisees en fonctions amines, par exemple par reduction k I'aide de NaBH4. NaQNBI-13. ie dimethylaminobo- 

rane ou HCOOH. 

Par commodite de langage, dans la suite du texte, et sauf indication contraire. Texpression 'site Z" 
correspond au site Z apres fixation sur ie polymere. 
Dans ce qui precede et ca qui suit, on utilise radjectif 'caftoxylate" pour designer la charge 
€0 anionique - provenant d*un groupe carboxylique - qui intervient dans la liaison ionique entre le polymere et 
I'hemoglobine et I'adjectif 'carboxylique' pour designer la fonction - provenant egalement d'un groupe 
carboxylique. mais different du precedent - qui etablit la liaison covalente entre le polymere et I'hemoglobine. 
L'adjectif 'carboxylique* englobe egalement Tanhydride forme k partir de deux groupes carboxyliques. 
De plus la charge anionique provenant d'un cart>oxylate peut egalement provenir d'une fonction anhydride. 
65 On a constate qu'll etait possible d'utiliser de I'hemoglobine sous forme oxygenee, dans des conditions 
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nimpliquant pas I'absence d'oxygdne. Plus pr6cis6ment, on a constats : 

- que par example n est inutile de dSoxygSner en bolte k gants et de mettre sous vide les solutions utilis6es 
pour dissoudre le polymSre, lorsque celui-ci a 6t6 tyophilis§ apr&s qu*on y a fix6 les sites Z ; 

' qu'il est Sgalement Inutile aprds d6oxyg6nation des susdites solutions d'effectuer un balayage k Tazote, 

- et qu'il est Sgalement inutile de tralter ThSmogloblne par les 6tapes Indiqudes ci-dessus. a savoir 5 
deoxyg6nation de rhemoglobine en botte k gants, mise sous vide et balayage a I'azote et inutile d'avoir a 
op6rer ult6rieurement en l*absenoe d'oxyg6ne,.afin d'effectuer le couplage entre le polymdre et rhemoglobine. 

On a constats Sgalement que ce procSdS n'est applicable que dans fa mesure oO le site Z porte 
simultanSment : 

- des groupes anioniques. cholsfs parnil les sulfates, phosphates, carboxylates et 10 

- des groupes carboxyliques, aldehyde ou OH. 

En d*autres termes, ce procede n*est applicable que si une liaison ionique et une liaison covalente sent 
6tablies entre le polymere et rh6mogfobine. par rintermediaire d'au moins un mgme site Z porteur des 
groupes appropri6s. 

Le procSde de IMnvention ne s*applique done que dans la mesure oO : is 

- il y a Stablissement d'une liaison Ionique entre un groupe phosphate, sulfate ou carboxylate, situe sur un site 
Z ports par le potymSre, et I'hSmoglobine. 

- et le susdlt site Z comporte Sgalement un groupe aldShyde, carboxyllque ou OH qui forme une liaison 
covalente entre le polymSre et I'hSmoglobine. 

En d'autres termes, le procSdS de Tinvention ne s'applique pas aux potymSres comportant 20 
-d'une part des sites Z. porteurs d'un groupe anionique choisi parmi le sulfate, phosphate, carboxylate 

- et d'autre part des groupes carboxyiiques, aldShyde ou OH, non situSs sur les susdits sites Z. 

En d'autres termes, le site Z avant fixation sur le polymSre comporte au moins trols groupes fonctionnels qui 
sont tels que : 

- Tune des fonctions est une fonction permettant d'attacher le groupe Z sur le polymSre, 25 

- Tune des fonctions est une fonction sulfate, phosphate ou cart>oxylate susceptible d'Stablir une liaison 
Ionique avec une amine du site allostSrique de rhemoglobine, 

- I'une des fonctions est une fonction aldShyde, carboxylique ou OH. susceptible de former une liaison 
covalente avec un groupe NH2 de rhSmogloblne. 

Par agent d'actlvation utilise pour activer ia fonction Y du compose Z-Y dont II est question ci-dessus. on 30 
dSsigne par exemple ceux choisis dans le groupe constitue par les carbodilmides ou le carbonyldilmldazole. 

Lorsque le site Z est fixS par greffage radlcalaire sur le polymere est utilise un initiateur radicalaire tel que 
par exemple le nitrate ou le sulfate cerique d 'ammonium ou tout autre agent capable de crSer des radicaux 
libres sur la chaTne polymSre (azobis isobutyronitrile, peroxydes. etc.). 

Selon un mode de rSalisatlon avantageux du proc6d6 de i'lnvention, tous les sites Z qui interviennent dans 35 
les liaisons covalentes entre le polymere et I'hSmoglobine sont les memes que les sites Z qui interviennent 
dans les liaisons ioniques entre le polymSre et I'hSmoglobine. 

Dans ie procSdS selon I'lnvention. si les groupes polaires du polymSre sont ionisables et s'ils ne son^ pas 
tous engagSs dans des liaisons avec les sites Z. ces groupes polaires sont de prSfSrence bloquSs afin d*Sviter 
des interactions ultSrieures avec les proteines plasmatiques In vivo . 40 

G*est ainsi lorsque les groupes polaires sont des amines, oelles qui ne sont pas engagSes dans des liaisons 
avec les sites Z peuvent dtre bloquSes par exemple d Taide d'anhydride acStlque. 

Lorsque les groupes polaires sont des carboxyiiques, ceux-ci peuvent §tre bloques par exemple k I'aide 
d'Sthandamine. 

Le procSdS de rinventlon est avantageusement effectuS dans des conditions telles que les groupes polaires 45 
du polymSre sont tous engages dans les liaisons avec les sites Z, ce qui a pour consSquence qu'il n'y a plus de 
blocage & effectuer sur les groupes polaires. 

Ces conditions consistent notamment k rSguler la quantitS de sites Z fixSs sur le polymSre, en fonction des 
groupes polaires du polymere. 

Lorsque les groupes polaires ne sont pas prSexIstants sur le polymere mis en oeuvre mais doivent etre fixSs 50 
sur le potymSre, on peut Sgalement contrdler la quantitS de groupes polaires qu'on fixe, de fapon k ce que le 
nombre de sites Z fixSs sur le polymSre soit celui souhaltS, sans qu'il y ait pour autant de groupes polaires 
(rSslduels) k bloquer aprSs fixation des sites Z. 

Le contrdle du nombre de sites Z peut Stre tree intSressant dans la mesure oO II intervlent dans la variation 
de P50. par I'intermSdiaire de la densitS de la charge negative provenant du site Z. 55 

Le contrdle de la fixation des groupes polaires sur le polymSre peut se faire de la fapon sulvante : 

Dans I'exemple du dextrane amine, le nombre de groupes amines peut itre modulS en contrOlant la reaction 
qui prScSde et qui consiste k faire rSagir de I'epichlorhydnne sur le dextrane en presence de catalyseur. 

Ce contrdle peut §tre fait en faisant varier le temps de reaction ou en falsant varier la quantitS de catalyseur. 

Le contrdle de la fixation des sites Z sur les groupes polaires du polymSre lorsque les groupes polaires sont €0 
prSexistants ou dSjS fixSs sur le polymSre peut se faire de la fa^on sulvante : 

- soit en faisant varier le rapport molaire entre les composSs Z-Y dSfinis cl-dessus et les groupes polaires du 
polymdre, 

- soit en faisant varier le rapport molaire entre I'agent d'actlvation defini d-dessus et les groupes polaires du 
polymSre. $5 



5 



EP 0338916 A1 



Lorsque les groupes Z sont greff6s par voie radicalaire. le contrdle de leur fixation se fait independament 
des groupes polaires. en modulant la quantity d'initiateur radicalaire utilisee au cours de la reaction de 
greffage. 

En ce qui concerne la charge anionique, on a constate qu'il suffisait d'au moins une charge anionique (que 
5 ce soit sulfate, phosphate ou carboxylate), par site Z, et qu'il suffisait d'au moins un tel site Z par polymere. 

En d'autres termes, on a constats que le proc6d6 de {'invention 6tait applicable k la preparation de 
conjugues comportant au moins un seul groupe anionique, et notamment un seul groupe anionique par 
polymere (lequel groupe anionique n'intervient pas dans le couplage covalent entre le polymere et 
ThSmogloblne), pour former entre le polymdre et ThSmoglobine une liaison ionique. 
10 On a constats qu'une condition ndcessaire pour que les conjugues macromoldculaires obtenus par le 
procSdS de I'lnvention soient hydrosolubles, dSnuSs de toxicite, de prSfSrence non antigeniques. et 
hemocompatibles est que les polymSres P. susceptibles d'entrer dans la constitution des susdits conjugu6s 
macromotecuiaires soient hydrosolubles, denu6s de toxicit6, de pr6f6rence non antlgSniques. et 
hSmocompatlbles. 

15 On a constats que ia presence sur la chaJne du polymSre de sites Z, porteurs de groupes anioniques qui 
jouent !e rdle d'effecteurs permanents. augmente la presslon partieile pour laquelle 50 o/o de i'hSmoglobine en 
solution est oxygenee. sans que cela puisse etre impute k i'existence Sventueile de ligands llbres. 

Ces effecteurs permanents sont tels qu'iis permettent egalement i ThSmogloblne de passer rSversiblement 
de ia forme dSsoxygSnSe k la fonne oxygSnSe, avec une stabilisation plus forte de ia conformation de ia 

20 molScule d'hSmoglobine sous forme deoxygSnSe. ce qui entraine une diminution de Taffinite de i'hemoglobine 
vis a vis de i'oxyg^ne. 

En d'autres termes. ces effecteurs permettent a I'hemoglobine de transporter reversiblement ToxygSne. et 
notamment de relarguer facilement I'oxygSne dans les tissus qui sont irriguSs. 

La liaison covalente est telle qu'elle confSre au conjugue macromoleculaire obtenu par le procSde de 
25 rinvention une stabilite le rendant non biodSgradable ou peu biodegradable en milieu plasmatique. pendant le 
temps durant lequel le conJuguS macromolSculaire doit assurer des fonctions oxyphoriques. c*est-&-dire 243 
jours, ce qui supprlme la diffusion extrarSnale et extravasculaire de rhSmoglobine. 

Dans les conjuguSs macromolSculaires obtenus par le procede de rinvention. ThSmoglobine est reliSe au 
poiymSre par au moins une liaison covalente mala au-dei& d'un nombre critique de liaisons covalentes entre 
30 les polymSres et I'hSmoglobine. notamment quand II y a phSnomSne de rSticulation intemiolScuiaire, cecl nuit 
aux proprietes de I'hSmoglobine. 

Ce nombre critique de liaisons covalentes correspond au fait que la masse moleculaire moyenne en poids 
des conjugues macromoiScuiaires de I'invention ne doit pas etre superieure a environ 1 000 000. 

Les polymSres qui entrent dans la constitution des conjugues macromolecuiaires obtenus par le procede 
35 de I'invention qui sont degrades dans ie mlHeu plasmatique ont une masse molScuiaIre moyenne en poids 
d'environ 1 000 a 500 000. 

Les polymeres qui entrent dans ia constitution des conJuguSs macromolScuIaires obtenus par le procede 
de rinvention et qui ne sont pas degrades dans I'organisme doivent avoir une masse moleculaire moyenne en 
poids Sgale ou tnferieure a environ 10 000, car au-del4 de cette valeur les polymSres passent difRcilement la 
40 barriSre rSnale et s'accumulent done dans I'organisme. 

C'est notamment le cas des poiyall<ylSne glycols, de la polyvinylpyrrolidone, du polymSthylacrylate ou de 
certains polysaccharides, qui n'Stant pas blodSgradables doivent presenter une masse moISculaires moyenne 
en poids egale ou infSrieure a environ 10 000. 

Les polymeres qui entrent dans la constitution des conjuguSs nuicromoleculaires obtenus par le procedS 
45 de I'invention doivent §tre utilises dans une gamme de poids moleculaire dans laquelle lis sont de preference 
non antigSniques. 

C'est ainsi que dans le cas du dextrane. son poids moleculaire dolt etre tnfSrieur a environ 70 000. 
La premiere Stape de preparation des conJuguSs macromofScuIalres de rinvention et qui consists a fixer 
des sites Z sur le polymSre. peut etre effectuSe par des mSthodes connues. 
50 La premiSre Stape de preparation des conjugues macromolecuiaires de rinvention peut egalement etre 
effectuee en utilisant des composes du type Z-Y dans lesquels Y est une fonction aldehyde, carboxylique, 
amine, hydroxyle ou halogSne. Ces composes Z-Y peuvent etre utilises en ayant recours a des techniques 
chimiques ctassiques : on peut par exemple fixer de racide benzene penta- ou hexacarboxytique. de I'aclde 
diphosphoro-2,3 glycSrique, du pyridoxal-5'-phosphate sur un polymSre prSaiablement polyamine. 
55 Dans ce cas, il est imperatif d'eiimlner toute trace du compose Z-Y. par exemple par dessalage sur une 
colonne de filtration sur gel. En effet, il faut eviter la presence de compose Z-Y qui n'aurait pas reagi et qui. 
m§me en faible concentration avec les conjugues macromolecuiaires de I'invention peut fausser les 
conclusions relatives aux proprietSs des conJugu6s de i'invention. 
On peut egalement avoir recours a toute autre mSthode permettant de fixer des chalnes poiyanioniques sur 
60 un polymere, tel qu'une methode de greffage radicalaire. 

La seconde etape mentionnSe ci-dessus est une etape de reaction entre le polymSre et ThSmoglobine et 
peut. si necessaire. etre Sventueilement prScSdee d'une phase d'acth/ation du polymSre avant que le polymere 
ne soit mis k reagir avec I'hemoglobine; mais cette activation peut etre pratiquement simultanee avec la 
reaction entre le polymSre et I'hemoglobine. 
65 Au cours de la seconde etape, ie polymSre rSagit avec rhemogiobine et d'une part les liaisons ionlques 
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entre les sites Z du polym6re et l'h6moglobine et d'autre part les liaisons covalentes entre le polymere et 
l*h6moglobine se forment 

Dans l8 cas oO ce sont des groupes carboxyllques des sites Z qui interviennent dans la liaison covalente 
avec des groupes NH2 de rh6mogloblne, on peut utiliser pour actlver les groupes carboxyllques les reactifs 
classlquement utilises dans la synthase peptidique, tels que les carbodiimldes hydrosolubles. notamment le 5 
chlorhydrate de N'-6thyl-N-(3-dlm6thylamlnopropyl)carbodilmlde (EDa). la N.hydroxysucclnimlde. ou r6tho- 
xy-2-quinollne-1-carboxylate d'ethyle (EEDQ). 

lA liaison obtenue est alors un© liaison amide. 

Dans le cas oQ ce sont les groupes aldehyde des sites Z qui Interviennent dans la liaison covalente avec des 
groupes NH2 de l'h6mogloblne, on peut par exemple avoir recours k Tamination r6ductive. ;c? 

L*amination r6ductive d'un aldehyde consiste a former une imine par faction d'une amine, et a r6duire 
simultan§ment rimlne en amine k Taide d'un r6ducteur tel que NaBH4. NaCNBHa, le dlm6tiiylamlnoborane ou 
HCOOH. 

La liaison obtenue est alors une liaison amine, 

Dans le cas oO ce sont des groupes aldehydes des sites Z qui Intendennent dans la liaison covalente avec is 
des groupes NH2 de rh6moglobine. on peut 6galement op6rer dans des conditions teiles que la liaison 
obtenue soit une liaison imIne, laquelle peut ensuite Stre stabills6e en amine par reduction avec un rWucteur 
doux, tel que Tun de ceux mentlonn6s d-dessus^ 

Lorsque les groupes Z, ne comportent nl groupes aldehydes, nl de groupes carboxyllques. mais qu'lls 
renferment des groupes hydroxyles dont certains sont sur des carbones adjacents, on peut former des 20 
groupes ald6hydes, par exemple par oxydatlon pferiodlque. notamment k Taide de Nal04. 

La liaison obtenue entre ces groupes ald6hydes et les amines de I'hemogloblne est alors une liaison Imine, 
laquelle peut §tre stabills6e en amine par reduction, par exemple avec NaBH4. 

Lorsque les sites Z ne comportent nl groupes aldehydes ni groupes carboxyllques. mais comportent une ou 
plusleurs fonctions OH. les sites Z peuvent dtre mis en |eu sur des groupes NH2 de Thfemogloblne a Paide d'un 25 
r6actif appropri6 tel que le carbonyldiimidazole. Dans ce cas, la liaison obtenue est une liaison carbamate 

Les conjugu6s macromol6culaires d'iiemoglobine dans lesquels les liaisons covalentes entre le polymere 
sont des liaisons imines peuvent ne pas etre stables dans I'organisme. c*est pourquoi 11 convlent de stabiliser 30 
la fonctlon imine en amine, par exemple par reduction par NaBH4. NaCNBHs, ou le dlm6thylamlnoborane. 

Dans le cas oCi 11 est n§cessaire de stabiliser les liaisons covalentes, rh6mogloblne n'est en tout cas pas 
soumise a plus de deux 6tapes de reaction, et dans les autres cas, quMi y ait activation ou non du polym6re P, 
rh6moglobine est soumise k une seule 6tape de reaction, ce qui est particulldrement avantageux car le 
nombre Iimit6 d'6tapes de r6actlon sur riifemoglobine (au plus 6gal k deux) est Tune des conditions 35 
essentlelles pour que. en plus du rendement <ie la reaction, rh6mogloblne ne solt pas d6natur6e. 

Au cours de la deuxi^me 6tape. il est en effet essentiei que rhfemogloblne ne sublsse au cours de la 
formation du conjugu6 macromol§culalre de rinventlon nl d6naturation Importante, nl r6duction sensible de la 
moblllt6 relative des diverses entit^s qui la constituent afin de conserver, au molns en partie, ses proprl6t6s 
oxyphoriques. ^ 

La deuxidme 6tape de r§actlon a lieu en milieu aqueux, tamponn6 ou non, a un pH d'environ 5 a environ 9, 
6ventuellement en presence d*un activateur comma indiqu6 ci-dessus. pendant une duree suffisante et de 
pr6f6rence inferleure k ceile k partir de laquelle 11 y a formation importante de metiiemoglobine (superieure k 
environ 5 0/0). k une temp6rature assurant une conservation correcte de rh6moglobine. 

Le milieu aqueux est tamponne par des tampons classlquement utilises, pour stabiliser le pH k la vaieur 45 
souhait6e. 

La dur6e de reaction est d'environ 30 mn k environ 20 h, et avantageusement d'envlron 1 h k environ 8 h, 4 

une temp6rature d'envlron 3 k environ 30*'C. 
La dur6e de la reaction d6pend notamment de la temp6rature k laquelle on travaille, 
L'h6mogloblne utilises est sous forme oxyg6n6e, 'et on utilise avantageusement ^une solution so 

d'h6mogIobine 4 10 0/0. 

Le rapport des concentrations molaires entre le polymere et I'hdmoglobine doit en outre etre tel que la plus 
grande partie des mol6cules d*h6mogloblne soit ll§e de fapon covalente avec ie polymdre polyanionique* 

A titre d'exempie, on peut Indlquer qu*en faisant r6aglr, k une temperature d'environ 3 k 30*C, en solution 
dans un milieu aqueux k pH voisin de 6,5, un melange de polymere dextrane, dont la masse mol6culaire ss 
moyenne en poids est d'environ 10 000 & environ 40 000, et d'hemoglobine dans lequel le rapport des 
concentrations molaires entre le dextrane et rhemoglobine est d'environ 0,5 k environ 5, on obfient des 
conjuguBS macromol6cuIaires de I'inventlon, dont I'examen chromatographique, par exemple par pemteatlon 
sur gel montre qu'll n*y a plus d*h6moglobine llbre. 

Selon un mode de realisation avantageux. le proc§d6 de I'lnvention est tel qu'aucune liaison fonlque et 60 
aucune liaison covalente n'est susceptible de s'Stablir allleurs qu'entre les groupes respectite approprfds des 
sites Z du polymdre et rhemoglobine. 

Un proc6d6 de preparation de oonjugues macromoieculaires avantageux de rinvention est caract§ris§ en 
oe que Ton fixe les sites Z sur le po^mdre P de telle sorte que la relation entre le nombre et la nature des 
charges negatives destines k cr6er une liaison ionique entre un site et I'hemogloblne {non engagees dans lat 65 



7 



EP 0338916 A1 



liaison entre un site et le polym§re et non engag§es dans la liaison covalente entre un site et rh6moglobine) 
soit la suivante : 

- forsque chaque site Z contient un groupe anionlque unique constituS d'un sulfate ou d*un phospliate, I! y a au 
moins un tel site Z tous les dix monom^res du polymdre, 

5 - lorsquH s'agit de site Z contenant au molns deux groupes anionlques. constitu6s de sulfates et/ou de 
phosphates, 11 y a au moins un tel site Z par chaine de potymdre, 

- lorsque chaque site Z contient des charges anionlques provenant de carboxylates, li taut au molns deux 
groupes cart>oxytates - non engages dans la liaison covalente entre le polymSre et Th^moglobine - sur un 
mdme site Z. et au moins un tel site Z tous les cinq monomdres. 

10 - iorsqu'il s'agit de site Z contenant au moins trols charges negatives provenant de carboxylates - non 
engages dans la liaison covalente entre le polymere et Themoglobine - il y a au molns un tel site Z par chaine de 
poiymdre. 

La relation entre le nombre de sites Z et de monomeres est statistique dans la mesure ou par exempte, 
lorsque il est indiqu6 qu*il y a au molns un site Z par chaine de po!ym6re, cela signifie que certaines chajnes de 
15 polymere ne peuvent comporter aucun site Z et certaines autres chalnes peuvent comporter deux sites, mals 11 
est bien Evident que. pour dtre active vis-a-vis de l'h6mogloblne. une chaThe de polymdre doit contenir au 
moins un site Z. 

Selon un autre mode de realisation avantageux, le proc^de de I'invention de preparation de conjuguSs 
macromol6culaires est caract6ris6 en ce que I'on fixe les sites Z sur le polymere P de telle sorte que la relation 
20 entre le nombre et la nature des charges negatives destine k cr6er une liaison lonique entre un site et 
l*hemogIobine (non engagees dans la liaison entre un site et le polymere et non engagees dans la liaison 
covalente entre un site et le polymere) soit la suivante: 

- torsqu'il s'agit de site Z contenant un groupe anionlque unique constitue d'un sulfate ou d'un phosphate. 11 y a 
au moins un tel site Z par chaihe de polymere et au plus un site Z tous les onze monomeres, 

^ - iorsqu'il s*agit de site Z contenant un groupe anionlque unique constitu§ d'un carboxytate - non engag§ dans 
la liaison entre le site et le polymere et non engage dans la liaison covalente entre le potymdre et 
i'hemoglobine - il y au moins un tel site Z par chaine de polymere. 

- lorsqu'il s'agit de site Z contenant deux charges anionlques provenant de deux carboxylates - non engages 
dans la liaison entre le site et le polymdre et non engages dans la liaison covalente entre le polymere et 

30 I'hemoglobine - Jl y a au moins un tel site Z par chaine de polymere et au plus un tel site Z tous les six 
monomferes. 

Les conjugues d*h6moglobine obtenus par mise en oeuvre seion cette variante du precede de invention 
sont nouveaux. 

Selon un mode de realisation avantageux, le proc6d6 selon Tinvention est caract§ris6 en ce que les liaisons 
35 covalentes entre le polymere P et rh6moglobine sont 6tablies entre au moins un groupe carboxylique ou 
aldehyde ou OH porte par les sites Z et au moins une amine de I'hemoglobine situ^e dans le site aliostdrique 
de I'hemoglobine. notamment Tamine de I'une au moins des deux valines P-terminales de i'hemoglobine, 
Selon un mode de realisation avantageux du precede de I'invention. les ponts salins entre les groupes NHa^ 
et les groupes COO' Internes de Themoglobine sont intacts lorsque Themoglobine est sous forme 
40 deoxygenee. 

On designe par ponts salins, certaines liaisons Intra-moieculaires qui se torment entre des Ions NHs* et des 
anions COO'', lorsque rhemoglobine est sous forme desoxygenee. 

Les ponts salins dans les conjugues macromoieculaires obtenus par le precede de invention doivent de 
preference etre Intacts. car si les Ions qui participant k la formation de ces ponts salins. sont engages dans 
45 d'autres liaisons, le passage de rhemoglobine de la forme oxygenee a la forme desoxygenee se fait tres 
difficilement et de maniere incomplete. 

L'expression "ponts salins intacts" signifie qu'au moins 50 <Vb des ponts salins ne sont pas alteres, et 
qu'avantageusement 80 a BO Wo, voire 100 <Vb, des ponts salins ne sont pas alteres. 

Les criteres permettant de verifier si les ponts salins sont Intacts sont notamment les sulvants : 

50 

a) Courbe d'affinite vis k vis de I'oxygene : 

si la courbe d'affinite vis a vis de Toxygdne (courbe de Barcroft) est deplacee vers la droite par rapport e celle 
de rhemoglobine libre, ceci impilque que les ponts salins ne sont pas modifies. 

55 b) Coefficient de Hill (n) : 

ce parametre tradult I'allure sIgmoTde de la courbe de Barcroft et refiete le caractere plus ou moins coop6ratif 
de la fixation de I'oxygene. La valeur de n penmet d'apprecier la permanence du comportement allosterique de 
I'hemoglobine. Dans le cas de rhemoglobine native, ce coefficient est compris entre 2,7 et 3,0. 

60 c) Effet Bohr : 

il consiste e determiner le comportement oxyphorique de rhemoglobine k differents pH, ce qui permet 
d'evaluer les perturbations consecutives aux d'rfferentes manipulations. 

Selon un autre mode de realisation avantageux les conjugues macromoieculaires de t'inventlon sont tels 
que les polymeres sont choisis parmi les polysaccharides, notamment les hydroxyalkylamldons dont le groupe 
6$ alkyle comporte de 2 e 4 atomes de carbone, rinullne, le dextrane et ses derives, notamment le dextrane 
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^h"tJ.A P^^^^y'^^"®' >a POlyvfnylpyrrondone, te polym6thacrylate et ses d6rfv6s. les polypeptides, les 
^?T*?lx lesquels le groupe alkyl§ne comporte de 2 4 5 atomes de carbone, nolamment te 

polydtnylene glycol et le polypropylene glycol; 

Les conjugu6s d'h6mogIoblne obtenus seldn ie proc6d6 de invention sont tels que l6s liaisons lonlques 
antra le pohmidre et l'h6moglobine sont Stabiles entre les groupes phosphate, sulfate ou carboxyiate des sites 
z du polymare et les groupes amines de rhen^oglobine. 

Selon un mode de realisation avantageux de rinvention. les conjugu6s macromol6culaire& sont tels que les 
rhSlobSr^ ^^^^ ^^^^ flroupes carboxylates des sites 2 du polymdre et les groupes NH2 de 

Selon un autre mode de rfeallsatlon avantageux de rinventlon. les sites Z comportent OSO3H ou OPO3H2 

Selon un autre mode de realisation avantageux de rinventlon, les sites Z provlennent du pyridoxateulfate..du 
disulfate d epinephrine, du trisulfate d'epin6phrine, du disulfate de noreplh6phrlne. du trisulfete de 
norepinephrine, du disulfate de ph6nolphtaleIne. k k . oufi«w ue 

Selon un autre mode de realisation avantageux de rinventlon, les sites 2 provlennent du pyrldoxalphos- 
♦ • »? ^P^osphate. de la phosphotyrosine. de la phosphoserine, de I'inositolhexaphosphate 

et ses derives, de I'lnositol tri-. t6tra-, pentaphosphate et ses derives. 

Selon un autre mode de realisation avantageux de rinventlon, les sites Z comportent les groupes Survants : 

f COOH 1 

-0-CH(C0OH,3. poOH, 0-ChJ-CH-ChJ-CH,.C00H, 

COOH 

n variant 14 4. 

Selon un autre mode de realisation avantageux de rinventlon, le site Z provient : 

- d'un acide carboxyiique contenant au moins un groupe carboxylate sur la chatne principale nbn engage dans 
la liaison entre le polym6re et le site Z et non engage dans la liaison covalente entre le site Z et rh6moglobine 

- d un acide benz6necarboxy!ique comportant au moins une fonctlon carboxyiique non engagee dans fa liaison 
entre le polymere et le site Z et non engage dans la liaison covalente entre le site 2 et rh6moalobine 

- d'un groupe diphospho 2^glyc6rate» •uaiwome, 

- de I'aclde citrique, 

- du propane 1, 2, 3 tricarboxylate 

- ou du butane tetracarboxylate. 

fi^^benzaSd^^ avantageux de rinventlon Z provient de l'hydroxy.2-f ormyl-5-phosphose- 



CHO 




COOH 
CO-NH-CH 
OH CH^ OPO3H2 

ou du formyl-4.phosphos6rine benzamlde de fonnule 



CHO 



COOH 



I 

CO-NH-CH 

CH2 OPO3H2 

La nature de la liaison qui relie Z au polymdre depend des Elements rtectionneis en pr6sence et des 
conditions de reaction. 
Les liaisons qui unissent 2 au polymdre sont des liaisons 6ther. ester, amide ou amine. 
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70 



15 



20 



35 



40 



45 



SO 



55 



60 



La liaison 6ther est obtenue par greffage radlcalaire de I'acide acrylique. ou par action d'adde 
chlorosuccWque sur les groupes OH des polymSres : la liaison amide est obtenue par reaction entre les 
groupes carbojqiates des groupes Z et les groupes NH2 des polymSres; la liaison amine est obtenue par 
ruction entro les groupes ald6hydes des groupes 2 et les groupes NH2 des polym6res, suMe d'une 
SZ^ demfere rtectlon peut ggalement itre effeotu6e sImultanSment k la premiSre :amlnation 

A Utre d'exemple, la liaison ester est obtenue 
poSi§^ ^ groupes carboxyliques d'un site Z. sous forme anhydride, sur les fonctions OH d'un 

. soit par action d'un groupe carboxylique d'un site 2 sur les fonctions OH d'un poiym^re en pr6sence d'agents 
do condensation tels que les carbodlimides. »awi« 

lestuPil H^TiJ^cV^ realisation avantageux du proced6 de preparation, les conjugues de I'invention dans 
Scon sui^S polymere par I'intemiediaire d'une liaison ester peuvent Stre obtenus de la 

aJh'I'ririr Z?Jf'^ if °" ^ ^ *~ ^ flro"Pe« carboxyliques sont sous forme 

Sre^rra^ztuMeX'S'"^^^^ 

- dans une seconde etape. on fait r6aglr le polymSre P eomportant le ou les sites 2 avec de Ph6mogloblne sous 
ZZ^^^^^' d6oxyg6n6. dans des conditions telles que I'hemogiobine ne subisse pas 

la forme deoxygenee. en milieu aqueux de pH compris d'environ 5 & environ 9 

Lt rSoJtobhl ^ ""^ oovalente entre le mSme susdit site 2 portd par le polymere 

Selon un autre mode de realisation avantageux du proc§d6 de preparation, les conjugues de I'invention 
dffa S>"n sut^* '^'^^'^ I'intermSdiaire d'une liaison ester peLnt itre obtenCs 

'J^Z!^^!'^"'?'^ t^^^k^ I^S'' ^ eomportant des groupes carboxyliques. sur un polym6re 
^sTs^r fe pSre"^ ^ '^^'^ condensation tei qu'une cart)odIlmlde. pour fter les 

fetl?f "11? '^^3" eomportant le ou les sites 2 avec de I'hemogiobine sous 

forme oxygen6e. dans un milieu non d6oxyg§nS, dans des conditions telles que i'himoglobine ne subisse pas 
ae denaturation et puisse passer apr6s couplage avec ie polymere de fa^on r6versible de laforme oxygen6e4 
B torme deoxygen§e. en milieu aqueux de pH compris d'environ 5 & environ 9 

^^UZ'm.w "'""^.P^ ^" "aison ionique entre I'un au moins des sites 2 port§s par le polymire et 

LtSSinl °" ""^ covalente entre le mSme susdit site 2 poil6 par te polymSre 

^d'nf.^l^^l!!'!!]!'^®^ dependent du milieu dans lequel le polymere est soluble. Lorsque le polymdre 

I L« glycol on peut utiliser une carbodiimide soluble dans I'eau ou dans un milieu organique. 

'f.P^'lfrJ® ^ ^ dextrane. etant donn6 que le polymere est soluble uniquement dans I'eau. la 
mide ?EDct avantageusement le chiorhydrate de N'-6thyi-N(3-dim6thylaminopropyl) carbodii- 

Comme exemple de polymeres eomportant des groupes OH on peut citer- 
le dextrane, le polyetTiyieneglycoi. 

Par 'site Z dans lesquels les groupes carboxyliques sont sous forme aniiydride', on entend aussi blen les 
sites Z eomportant deux groupes carboxyliques sous forme aniiydride (monoanhydrides) que ceux 
eomportant un nombre pair de groupes carboxyliques dans lesquels cheque paire de groupes carboxyliques 
est sous forme anhydride (polyanhydrides: par exemple dianhydride ou trianhydride) 

Comma exemple de sites 2 dans lesquels les groupes carboxyliques sont sous forme anhydride on peut 
Hi=.„K h"^^ .1 d'acide polycarboxyliques. tels que le benzdne 1.2.4.5 tetracarboxyllque 

aianhydnde. le benzSne 1.2.4 tricarboxylique anhydride. 6galement le cyclobutane 1.2.3.4 tetracartjoxylique 
aianhydnde. la benzophfenone tetnacariaoxylique dianhydride. I'anhydride de i'acide aconitique 

Le proc6d6 de I'invention met avantageusement en oeuvre. d titre de site 2. le dianhydride d'acide 
Prtycarboxylique dans lequel I'un des groupes carboxyliques de I'une des fonctions anhydrides est engage 
dans la liaison covalente entre le polymere et I'hemogiobine. et les autres groupes cartwxyiiques (dont ceux 
I'^hemSbili? anhydrides) seivent & la liaison Ionique et & la Haison covalente entre le site 2 et 

Le precede de I'invention met avantageusement en oeuvre le compose de fomiule : 
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ou le compose de formule: 




0 — CO 



Lorsque le polyitifire est du dextrane. le milieu dans lequei est effectu6 la premiere 6tape, dont question 
ci-dessus, est de reau. 

Dans le (»s oO le poiymSre est du poly6thyl6n6 glycol le mnieu peut Stre de I'eau ou un milieu organique tei 
que le dimdthytfonmamide. a" "quo ici 

Les iBisons covalentes entre le polymSre et rh§moglobine. sont 6tabiies entre les groupes NH, de 
I hfemogloblne et les groupes carboxyiiques. aidShyde ou OH. qui se trouvent sur ies sites Z 

La liaison covalente entre le polymere et l'ii§moglobine est une liaison amide, imine. amine ou carbamate 

Se on un mode de rialisation particuli6rement avantageux de I'invention. ies liaisons covalentes sont 
6t^l es entre des groupes carboxyiiques des sites Z du polymfere et des groupes NHz de l'h§mogiobine 

Seion un mode de realisation avantageux. le proc6d6 de i'invention concerne la preparation de coniuguSs 
d hemoglobine a partir de dextrane amin6 de masse molfcuiaire d'environ 40 000. et d'environ 2 10-« moles 
d acide benzeneliexacarboxyllque par g de dextrane. 

- les liaisons ionlques 6tant 6tablies par i'intermSdiaire des groupes carboxylates du berKenepentaoarboxy- 
late fixe sur ie polymere. non engages dans la liaison entre le polymere et raclde benzenehexacarboxylique 

- et les liaisons covalentes 6tant Stabiles entre ies autres groupes caiDoxyliques de i'aclde benzenepentacar- 
boxytique - d lafois non engages dans la liaison entre i'aoide benzenehexacarboxylique et le polymdre et non 
engages dans les liaisons ioniques ci-dessus definles-et des groupes NH2 de rii§mogloblne 

Seion un mode de realisation avantageux. le precede de I'invention conceme la preparation de coniugues 
d hemoglobine a partir de dextrane amln6. de masse moieculab^ d'environ 10 000. et d'environ 3.5x10"* moles 
d acide benzenehexacarboxylique par g de dextrane. 

1 if lonkjues fetant etabHes par I'lntemiedlaire des groupes carboxylates du benzenepentacarboxy- 

late fixes sur le polymere. non engages dans la liaison entre le polymere et I'acide benzenehexacarboxylique 

- et les liaisons covalentes etant etablles entre les autres groupes carboxyiiques de I'acide benzenepenlacar- 
boxyllque - a la fols non engages dans fa liaison entre i'aclde benzenehexacarboxylique et le polymere et non 
engages dans les liaisons Ionlques ci-dessus detinles-et des groupes NHz de I'hemoglobine 

^lon un mode de realisation avantageux. le precede de i'invention conceme la preparation de coniugues 
d hemoglobine a partir de dextrane amine, de masse moieculalre d'environ 10 000, et d'environ 3,2x10"* moles 
de benzenetetracarboxylique par g de dextrane. 

-les liaisons ioniques etant etablies par i'intermediaire des groupes carboxylates du benzenetricarboxylate 
fixe sur le polymere. non engages dans la liaison entre le polymere et I'acide benzenetetracarboxylique 

- et les liaisons covalentes etant etablies entre les autres groupes carboxyiiques de I'acide benzenetric^boxy- 
lique- a la fois non engages dans la liaison entre I'acide benzenetetracarboxylique et le polymere et non 
engages dans les liaisons Ioniques cl-dessus d6finles-et des groupes NHz de I'hemoglobine 

Seion un mode de realisation avantageux. le precede de I'invention conceme la preparation de conhjgues 
d hemoglobine a partir de dextrane amine, de masse moieculalre d'environ 10 000. et d'environ 4 10^ rnoles 
de butane telracarboxylique par g de polymere, 

«.'fr^»l!fK"^ 1°"'*'"°^ ^^^^^ I'intermediaire des groupes carboxylates du butanetricarboxylate fixe 
sur le polymere. non engages dans la liaison entre le polymere et I'acide butanetetracarboxylique 

- et ies liaisons covalentes etant etablies entre les autres groupes carboxyiiques de I'aclde butanetricarboxyli- 
H»n J r ""^ ^ butanetetracarboxylique et le polymere et non engages 
dans les liaisons ioniques cisiessus detinles - et des groupes NHz de I'hemoglobine 

seion un mode de reaUsation avantageux, le precede de I'invention conceme la preparation de conjugues 
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d*h6mogIobine k partir de monomethoxypotyoy6thyldne mono amine, de masse molSculaire d'envfron 5 000, et 
d'environ 1.5x10^^ moles de benzenehexacarbo^Ique par g de polym^re, 

- les liaisons ioniques dtant dtablies par rintermidiaire des groupes carboxyiates du benzenepentacarboxy- 
late fix6 sur le polymdre, non engage dans le liaison entre le potymdre et fadde benzenehexacarboxylique 

5 - et les liaisons covalentes 6tant stabiles entre les autres groupes carboxyliques de Taclde benzenepentacar- 
boxylique - & la fois non engagds dans la liaison entre I'aclde benzenehexacarboxylique et le polym^re et non 
engages dans les liaisons ioniques cl-dessus dSfinles - et des groupes HH2 de Th^moglobine. 

Selon un mode de realisation avantageux. le proc6d6 de Tlnvention conceme la preparation de conjugu6s 
d'h^moglobine k partir de dextrane. de masse molSculaire d'environ 10 000, et d'environ 6.3x10"^ moles de 

10 benzene-1,2.4 tricarboxylique par g de polym^re, 

' les liaisons Ioniques 6tant stabiles par rinterm^dialre du groupe carboxylate du benzenedicarboxylate fixe 
sur le polymere. non engage dans le liaison entre le polymere et Tacide benzene-1.2,4 tricarboxylique 

- et les liaisons covalentes etant etablies entre Tautre groupe carboxylique de I'acide benzenedicarboxyli- 
que - ^ la fois non engag6 dans la liaison entre Tacide benz6ne-1 »2,4 tricarboxylique et le polymere et non 

15 engage dans les liaisons ioniques ci-dessus definles - et des groupes NHa de Themoglobine. 

Selon un mode de realisation avantageux, le precede de rinventlon conceme la preparation de conjugues 
d'hemoglobine a partir de dextrane. de masse moieculaire d'environ 10 000. et d'environ 1,15x1 0"^ moles de 
benzene-1 ,2,4.5 t6tracarboxylIque par g de polym6re, 

• les liaisons ioniques etant etablies par Tintermediaire des groupes carboxyiates du benzenetncarboxylate 
20 fixe sur le polymire. non engages dans le liaison entre te polymere et Tacide benzene-1 .2.4.5 tetracarboxyllque 

- et les liaisons covalentes etant etablies entre les autres groupes carboxyliques de I'acide benzenetrfcarboxy- 
lique - a la fois non engages dans la liaison entre I'acide benzene-1 ,2.4,5 tetracarfc>oxyiIque et le polymere et 
non engages dans les liaisons ioniques cHiessus d§finies - et des groupes NHa de I'hemoglobine. 

Les con]ugu6s macromoieculalres obtenus par le precede de I'Invention presentent Tavantage d'etre 
25 synthetises facilement, sans formation ou presque de methemogloblne.(lnferieure e environ 6 <Vb) et de 
n'impliquer qu'un nombre limite de reactions sur Themoglobine. ce qui evite sa denaturation. 

Par ailleurs. les conjugues macromoieculalres obtenus par le proced§ de Tlnvention ne renferment pas 
d'effecteurs de petite masse moieculaire, non !i6s, qui entraTnent dans les experiences in vitro une 
augmentation de la P50, mais qui peuvent etre facilement eiimines par diffusion extrarenale ou extravasculaire 
30 au cours des essais in vivo, et dont Teffet s'annule rapidement. 

Les conjugues macromoieculalres obtenus par le precede de I'inventlon presentent Tavantage de n'avolr 
pour Toxygene qu'une affinite moderee, et d'avoir un volume hydrodynamique eieve. ce qui pendant les 
operations transfusionnelies augmente la persistence intravasculaire de Themogloblne par suppression de 
Themoglobinurie. 

35 Les conjugues d'hemoglobine lies In-eversiblement a des potymdres polyanionlques prepares selon 
rinvention peuvent, lorsqu'iis sont dlssous dans des solutions aqueuses de composition convenable, jouer le 
role de substitute du sang, notamment dans des interventions necessltant des transfusions ou la perfusion d 
organe. 

L'tnvention vise par consequent, egalement les solutions aqueuses renfermant les conjugues obtenus 

40 selon les precedes decrits ci-dessus et notamment les solutions rendues Isotoniques du sang, par dialyse 
prolongee centre une solution de Tyrode ( de composition NaCI 8 g/l ; KCI 0.2 g/l ; CaCl2 0.2 g/t : MgCIa 0,1 g/l; 
NaH2P04 0.05 g/l ; NaHCOa 1 g/l : D.glucose 1 g/l) par exemple et concen-tratton par ultrafiltration Jusqu'i 
obtenir pour The-moglobine. une concentration d'environ 7 
Des preparations de conjugues macromoieculalres d'hemoglobine obtenus par le precede selon 

45 rinvention, ont ete examinees en tant que transporteurs d'oxygene potentiets. On a pu montrer qu'elles sont 
effectivement capables de fixer I'oxygene reversiblement et en particulier de le restituer plus facilement que 
rhemoglobine libre ainsi que Tiliustrent les courbes d'affinlte pour I'oxygene des produits decrits dans les 
exemples 1, 3 et 5 ci-apres et representee sur la figure 5 qui sera commentee ci>dessous. II apparait en effet, 
que ces preparations sont caracterisees par des presslons de demi-saturation (P50) qui peuvent etre tree 

50 elevSes (de 900 e 5 000 Pa) aiors que dans les memes conditions (NaCI 0.05 M. pH 7. 25**C) celle de 
rhfemoglobine native est 6gale k environ 480 Pa 

AInsi ces composes peuvent etre utilises pour foumlr k des tissus ischemles des quantites d'oxygene 
importantes. lis peuvent egalement etre utilises en transfusion et etre administr6s a des patients, sous forme 
d'une solution aqueuse rendue Isotonique du sang, en presence ou non d'exciplents. Les composes peuvent 

55 aussi etre lyophilises en presence ou non d'un cryoprotecteur ou atomises, et etre redissous dans I'eau avant 
utilisation. 

Les conjugues macromoieculalres obtenus par le precede de I'Invention ont ete testes sur des souris 
relativement k la toxicite aigue cemme indique cl-aprds. 

Les diff^rents polymeres petyanioniques decrits dans les exemples ont ete injectes k des souris de souche 
€0 SWISS dans les conditions suivantes : les polymeres sont dlssous dans de I'eau distiliee k une concentration 
comprise entre 2.5 g et 5 g/l et le pH est s^uste k 7 A. 

0.5 ml de chaque solution sont alors Injectes par voie intraperitoneale k 5 souris, dont le comportement est 
ensuite observe pendant une periode de 7 jours. Ces essais n'ont permis de deceler aucun symptdme de 
toxicite aigue. 

65 L'inventlon a egalement pour objet de nouveaux conjugues macromoieculalres d'hemoglobine non 
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biodegradables ou peu biodegradables, pendant le temps durant lequel le conjugue macromol§culaIre doit 
assurer des f onctlons oxyphorlques dans le plasma, presentant pour I'oxygene une affinrte inferieure a celle de 
rhemoglobine libra, caract§risd en ce qu'll est constftu^ : 

- d'une part par de I'hemogioblne, laquelle peut passer de fapon reversible de la forme deoxyg^nee k la forme 
oxygenee, 5 

- d*autre part par un potym^re P hydrosoluble, non toxique, de preference non antigenique. hemocompatible, 
de masse mol6culaIre d*environ 1 000 ^ environ 500 000, de preference d'en\^ron 1 000 & environ 100 000, 
comportant un ou ptusieurs groupes potaires, de preference des groupes tiydroxyles. carboxytes ou amines. 
* lequel polymere comports des sites Z contenant d'une part au motns une charge negative portee par au 
moins un groupe choisi parml les groupes suivants : sulfate, phosphate, carboxylate et destinee d creer une 10 
liaison ionique avec le polymdre, et contenant d'autre part au moins un groupe carboxylique. aldehyde ou OH, 
destine a creer une liaison covalente avec le polymere, 

- le polymere P etant relie a I'hemogloblne 

. d*une part par rintermediaire d'au moins une liaison ionique etablle entre Tune au moins charges negatives 
des sites Z portes par ie polymdre P et l'h6mogloblne, et 15 
. d'autre part par rintermediaire d*au moins une liaison covalente etablle, entre Tun au moins des groupes 
carboxyllques, aldehyde ou OH du susdit site Z porte par le polymere P et I'hemoglobine, 

- le nombre de liaisons covalentes entre le polymere et I'hemogloblne etant tel que le conjugu6 
macromoleculaire a une masse moieculaire moyenne d'envlron 70 000 a environ 1 000 000. de preference 
d'environ 70 000 ^ environ 500 000, la relation entre le nombre et la nature des charges negatives, le nombre de 20 
sites et le nombre de monomeres etant la sulvante : 

- iorsqu'il s'agit de site Z contenant un groupe anionlque unique constitue d*un sulfate ou d*un phosphate, 11 y a 
au moins un tel site Z par chaFne de polymere et au plus un tel site Z tous les onze monomer^s, 

- Iorsqu'il s'agit de site Z contenant un groupe anionlque unique constitue d'un carboxylate, non er^gage dans 

la liaison entre le site et le polymere et non engage dans la liaison covalente entre le polymere et 25 
rhemoglobine, il y au moins un tel site Z par chalne de polymere. 

- Iorsqu'il s*agit de site Z contenant deux charges anionlques provenant de deux carboxyiates, il y a au moins 
un tel site Z par chalne de polymere et au plus un tel site Z tous les six monomeres. 

Cette classe de conjugues macromoleculaires nouveaux de t'invention se caracterise notamment : 

- par le fait que t'une au moins des liaisons lonlques et i'une au moins des liaisons covalentes sont etablies a 30 
partir de groupes respectifs appropries situes sur le m§me site Z 

- et par le fait quMI y a au moins un seul site Z sus-defini par chalne de polymere ; en d*aiitres termes, qu'un 
seul site Z sus-defini par chaine suffit. 

On a constate que cette classe de nouveaux conjugues macromoleculaires presente des proprietes 
oxyphoriques interessantes. alors que les conjugues macromoleculaires d'hemogloblne dans lesquels les 35 
conditions entre la nature, le nombre de charges anionlques sur un site Z, et le nombre de sites Z par chatne 
de polymere sont les mimes mais different des conjugu6s d6finis ci-dessus par le fait que la liaison covalente 
est etablle entre un groupe carboxylique, aldehyde ou OH qui n'est pas sttue sur le site Z (qui comporte le 
groupe anionlque), presentent une actlvite oxyphorique peu ou pas interessante. 

Selon un mode de realisation avantageux de I'lnvention, tous les sites Z qui Intervlennent dans les liaisons 40 
covalentes entre le polymere et rhemoglobine sont les memes que les sites Z qui intervlennent dans les 
liaisons lonlques entre le polymere et i'hemoglobine. 

Une classe avantageuse de conjugues macromoleculaires d'hemogloblne selon I'invention est constituee 
par ceux dans lesquels les liaisons covalentes entre le polymere P et I'hemoglobine sont etablies entre au 
moins un groupe carboxylique ou aldehyde ou OH porte par les sites Z et au moins une amine de 45 
rhemoglobine situee dans le site allosterlque de rhemoglobine, notamment I'amine de rune au moins des 
deux valines p-termlna!es de I'hemoglobine. 

Une autre classe avantageuse de conjugues macromoleculaires d'hemogloblne selon I'lnvention est 
constituee par ceux dans lesquels les ponts salins entre les groupes NHs^ et les groupes COO^ Internes de 
l*hemogloblne sont Intacts lorsque rhemoglobine est sous forme deoxygenee. 50 

Une autre classe avantageuse de conjugues macromoleculaires selon I'invention est constituee par ceux 
dans lesquels le polymere P est choisi parmi les polysaccharides, notamment les hydroxyalkylamidons dont la 
radical alkyle comporte de 2 e 4 atomes de carbone, rinuline, le dextrane et ses derives, notamment le 
dextrane amine, ralcool polyvlnylique, la polyvinylpynrolidone. le polym6thacrylate et ses derives, tes 
polypeptides, les polyalkyiene glycols dans lesquels le groupe alkyiene comporte de 2 e 5 atomes de carbone, 55 
notamment le polyethylene glycol et le polypropylene glycol. 

Une autre classe avantageuse de conjugues macromoleculaires selon I'lnvention est constituee par ceux 
dans lesquels le polymere P a une masse moieculaire moyenne inferieure ou egale a 70 000, Iorsqu'il est 
constitue par le dextrane et ses derives, et une masse moieculaire inferieure ou egale a 10 000 Iorsqu'il est 
choisi parmi les polyalkyiene glycols, la polyvinylpyrrolidone ou le polymethylacrylate. €0 

Une autre classe avantageuse de conjugues macromoleculaires selon I'invention est constituee par ceux 
dans lesquels le site Z est relie au polymere |>ar rintenmedlalre d'une fonction ester, ether, amide ou amine. 

Une autre classe avantageuse de conjugues macromoleculaires selon i'lnvention est constituee par ceux 
dans lesquels le site Z comporte des groupes OSO3H. OPO3H2. 0-CH(C00H)2. -0-CH(GOOH)-CH2-COOH. 
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0-CH2-f(CH-CH2l -CH2-COOH, 
L COOH J 

5 

n variant de 1 ^ environ 4. ou provient du pyridoxalsulfate. du pyridoxalphosphate. de l^adenosine triphosphate, 
de la phosphotyrosine. de la phosphoserlne, de I'lnositolhexaphosphate et ses derives, d'acide 
potycarboxylique contenant de 2 a 10 atomes de carbone sur la chatne principale. de Tacide 
benz^necarboxytlque comportant au molns trois fonctlons carboxyliques, du 2,3 diphosphoglycerate. 
10 Une autre classe avantageuse de composes selon rinvehtion est constitute par ceux dans lesquels aucune 
liaison lonique et aucune liaison covalente n'est susceptible de s'6tabllr ailleurs qu'entre les groupes 
respectifs approprits des sites Z du polymere et I'hemoglobine. 

Une autre classe avantageuse de conjugu6s macromol6cuIaires selon I'lnventlon est constitute par ceux 
dans lesquels les liaisons covalentes entre le polymtre et rhtmogloblne sont 6tablies A partir des groupes 
15 carboxyliques provenant des sites Z fix6s sur le polymdre et des groupes NH2 de Phemoglobine. 

Une autre classe avantageuse de conjugues macromoltculaires selon I'invention est constltuee par ceux 
dans lesquels les liaisons loniques entre le polymtre P et Phtmogloblne sont ttablies entre les groupes 
carboxylates des sites Z et rhtmogloblne. 
Tout ce qui a 6te dit i propos des conjuguts macromoliculalres obtenus k partir du nouveau proc6d6 d§crlt 
20 ci-dessus, s*applique notamment aux conjugu6s macromoltculaires de Tinventlon. 

Les nouveaux conjugues macromoliculalres selon rinvention peuvent §tre obtenus solt & partir d'un 
precede mettant en oeuvre roxyhtmoglobine, solt d partir d'un proced6 mettant en oeuvre la 
deoxyhemogloblne. 

Les conjugues d'htmoglobine selon rinvention peuvent Stre obtenus de la fapon suivante : 
25 - on fixe, dans une premldre 6tape, des sites Z comportant les groupes loniques destines & cr6er une liaison 
lonique avec Thtmogloblne sur un polymtre P, dans le rapport sulvant : 

- lorsqu il s'agit de site Z contenant un groupe anionique unique constitu6 d'un sulfate ou d'un phosphate, il y a 
au moins un tel site Z par chaTne de polymere et au plus un tel site Z tous les onze monomeres. 

- lorsqu*il s'agit de site Z contenant un groupe anionique unique constitue d'un carboxylate, non engage dans 
30 la liaison entre le site et le polymtre et non engage dans la liaison covalente entre le polymere et 

rhemoglobine, 11 y au moins un tel site Z par chaTne de polymtre, 

- lorsqu'll s'agit de site Z contenant deux charges anioniques provenant de deux carboxylates non engages 
dans la liaison entre le site et le polymdre et non engagt dans la liaison covalente entre le polymere et 
Thtmoglobine. il y a au moins un tel site Z par chaTne de polymere et au plus un tel site Z tous les six 

35 monomtres. 

le polymere P etant hydrosoluble. non toxique. de pr6f6rence non antigenique, htmocompatible, de masse 
mol6culaire d'environ 1 000 ^ environ 500 000. de pr§f6rence d'environ 1 000 i environ 100 000, comportant 
des groupes polaires. de preference des groupes hydroxyles, carboxyliques ou amines, et les sites Z 
contenant d'une part au moins une charge negative portte par des groupes, sulfates et/ou phosphates et/ou 
40 carboxylates, et contenant d'autre part au molns un groupe carboxyllque. aldfehyde ou OH, 

. soit en utilisant un compost Z-Y dans lequet Y est une fonctlon active ou actlvable, telle que aldthyde. 

carboxyllque. amine, hydroxyte ou halogtne, ou blen 

. solt en effectuant un greffage radicalaire des sites Z sur le polymere P ; 

- puis dans une seconde ttape, on fait reaglr le polymtre P comportant le ou les sites Z avec de I'htmogloblne 
45 sous forme oxygente, dans un milieu non dtoxygtnt. dans des conditions telles que i'hemoglobine ne 

subisse pas de dtnaturatlon et pulsse passer aprts couplage avec le polymtre de fapon reversible de la forme 
oxygenee a la forme dtoxygtnte. en milieu aqueux de pH compris d'environ 5 i environ 9. 
pour former d'une part au moins une liaison lonique entre I'un au moins des sites Z portes par le polymere et 
Thtmoglobine et d'autre part au molns une liaison covalente entre le meme susdrt site Z portes par le polymtre 
50 et I'hemoglobine. 

- lorsque la reaction ci-dessus indiquee conduit tventuellement a des fonctions Imines. celles-cl peuvent etre 
stabilisees en fonctions amines, par exemple par rtductlon & I'aide de NaBH4, NaCNBHa. le dlmtthylamlnobo- 
rane ou HCOOH. 

Les conjuguts selon I'lnventlon peuvent tgalement §tre obtenus selon le proctdt dtcrit dans la demande 
55 France n° 86.09625. 

Les conjugues d'hemoglobine lies irrtversiblement d des polymtres polyanloniques prtparts selon 
rinvention peuvent, lorsqu'ils sont dissous dans des solutions aqueuses de composition convenable, jouer le 
rdle de substituts du sang, notamment dans des Interventions ntcessltant des transfusions ou la perfusion 
d'organe. 

60 L'inventlon vise par consequent, tgalement les solutions aqueuses renfemiant les conjuguts dtcrits 
ci-dessus et notamment les solutions rendues Isotonlques du sang, par dialyse prolongte centre une solution 
de Tyrode ( de composition Naa 8 g/l ; Ka 0.2 g/1 ; CaQa 0.2 g/l ; MgCl2 0.1 g/l ; NaH2P04 0.05 g/l ; NaHCOs 1 
g/l ; D.glucose 1 g/l) par exemple et concentration par ultrafiltration Jusqu k obtenir pour I'htmogloblne. une 
concentration d'environ 7<Vij. 

65 Des prtparatlons de conjuguts macromoltculalres d'htmogloblne obtenus selon I'lnventlon, ont 6t6 
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examindes en tant que transporteurs d'oxygSne potentlels. On a pu montrer qu'elles sont effectivement 
capables de fixer I'oxygene r^versiblement et en particuller de le restltuer plus facilement que I'himogloblne 
libre. II apparart en effet, que ces preparations sont caract6ris6es par des presslons de demhsaturatlon (P50) 
qui peuvent 6tre trds 6tev6es (de 900 & 5 000 Pa) alors que dans les mimes conditions (NaC! 0.05 M, pH 7, 
25^0) celle de l'h6moglobine native est 6gate k environ 430 Pa 5 

Ainsi ces conjugu^s peuvent dtre utilises pour foumir a des tissus ischemies des quantitds d*oxygdne 
importantes. lis peuvent 6gaJement Stre utilises en transfusion et dtre administres k des patients, sous forme 
d'une solution aqueuse rendue Isotonique du sang, en presence ou non d'exclplents. Les composes peuvent 
aussi §tre lyophilis6s en presence ou non d*un cryoprotecteur ou atomisms, et dtre redlssous dark* t'eau avant 
utilisation. 10 

Les conjuguSs macromoldculalres selon Tinvention ont 6t6 testis relativement a la toxicite aigud. 

L'invention sera mleux comprise & Taide des exemples qui suivent ci-aprto donn6s k titre non limitatif. 

EXEMPLE 1 : Synthase d'un conJugu6 covalent d*h6moglobine et de dextrane-benzdnepentacarboxylate 

(M.M du dextrane 40 000). Couplage avec Toxyhdmoglobine. 15 

Du dextrane amin6 contenant 5.1 0~^ moles de NH2 par g de produit sec (soit 8 moles de NH2 pour 100 moles 
de glucopyranose) est prepare selon P. HUBERT et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1978, 75. 3143, par action de 
Tammoniaque sur du dextrane activ6 k r6plchlorhydrlne. 

1 g de ce dextrane amin6 est dissous dans 20 ml d'eau et le pH est ajuste k 6,5 avec HCI 0.1 N. On ajoute 
ensuite 1,7 g d*acide benzene hexacarboxylique, puis 1 g de chlorhydrate de N''6thyi-N-(3<<llm6thylaminopro- 20 
pyi) carbodiimide (EDCI). Le pH est ramen6 k 6,5 et la reaction est poursuivie pendant 3 jours k 20° C. Aprds 
dialyse centre una solution d'ac6tate de sodium 0,5 M, le melange est traite a Tanhydride acetlque pour 
bloquer les fonctions amines non substitu^s du dextrane. 1^ solution est alors epuree des contaminants de 
petite masse moleculaire par dessalage sur une colonne d'UItrogel AcA 202 (IBF-France) avec un tampon 
phosphate 0.2 M, pH 7.2. 25 

Apres une dialyse prolong6e contre de I'eau, la solution contenant ie polymdre poiyanionique est 
lyophiltsie. Le compos6 est consen^e au froid sous vide. 

Le polycarboxylate de dextrane obtenu contient 2 10~^ moies de benzene-pentacarboxylate (B.P.C.) par g 
de polymire. 

5 g du polycarboxylate de dextrane sont dissous dans 250 ml de NaCi 0,05 M. On ajuste \epHk7 avec de la 30 
soude 0.1 M et on ajoute 150 ml d'une solution d'hdmoglobine k 10 0^. On ajoute ensuite 600 mg de 
chlorhydrate de N'-ethyl-N-(3-dim6thyl-aminopropyl) carbodiimide (EDCI) et la reaction est poursuivie k 20°C 
pendant 2 heures. On v6rifie qu*il n y a plus d'hemoglobine libre sur le chromatogramme obtenu sur une 
colonne d'UItrogel AcA 34 (IBF France), l-a P50 du conjugu6 est de 2660 Pa. (25** C, Tris 0.05 M, pH 7,2 ; Hb 
libre dans ies mdmes conditions : P50 " 430 Pa). 35 

EXEMPLE 2 : Synthase d*un conjugue covalent d'hSmoglobine et de dextrane-benzdnepentacarboxylate 
(M.M du destrane 10 000). Couplage avec Toxyhemoglobine. 

Le polymere est pr6par6 a partir d'un dextrane amine contenant 4.10"^ moies de NHa par g de produit sec, 
pr6par6 de la m§me fapon que celui de Texemple 1. 40 

1 g de ce dextrane amin6 est dissous dans 20 ml d*eau et le pH est ajust6 k 7,5 avec NaOH 0,1 M. 

On ajoute ensuite 0.7 g d*acide benzene hexacarboxylique (B.H.C.) puis 1 g de chlorhydrate de 
N'-ethyl-N-(3-dim6thyl-aminopropyl) carbodiimide (EDCI). La reaction est poursuivie pendant 1 jour k 20^0. 
Apr^s dialyse contre une solution d'acetate de sodium 0.5 M le melange est trait6 a Panhydride acetlque pour 
bloquer ies fonctions amines non substltu6es du dextrane. solution est alors epuree des contaminants de 45 
petite masse mol6cuiaire par dessalage sur une colonne d'UItrogel AcA 202 (IBF France) avec un tampon 
phosphate 0.2 M, pH » 7.2. On v6rifie par chromatographle ilquide haute performance k I'aide d'une colonne 
TSK Q 3000 SW (LKB France) que le polycarboxylate de dextrane est totalement kpurk du benzdne 
hexacarboxyiate en exoks. 

Aprds une dialyse prolongee contre de I'eau ia solution contenant le potymdre poiyanionique est iyophllisee. 50 
Le compos6 est conservd au froid sous vide. L.e polycarboxylate de dextrane obtenu contient 3,5 10^ moles 
de B.P.C. par g de polymere. 

2.5 g de polycarboxylate de dextrane sont dissous dans 150 ml de NaCl aqueux 0.05 M. On ajoute 100 ml 
d'une solution d'h6mogIobine k 10 QAi. On ajuste le pH k 7JS avec de la soude 0.1 M et on complete k 300 ml 
avec Naa aqueux 0.05 M. 55 

On ajoute ensuite 350 mg d'EDCi et la reaction est poursuivie k20°C pendant 2 heures. On v^rtfie qu'll n*y a 
plus d'h6mogloblne libre sur le chromatogramme obtenu sur une colonne TSK G 3000 SW (LKB France). 

La Rgure 2 repr6sente la density optique en fonction du volume d'elution et permet de constater qu'il n y a 
plus d'h§moglobine libre. Sur cette figure, Vo correspond au volume exclus de la colonne et la fl^he sous Hb 
correspond au volume d'§lution de i'hemoglobine libre. c'est-a-dire non coupl§e au polymere. 60 

La P50 du conjugu6 est de 2720 P& (25''C. Tris 0,05M. pH = 7.2 ; Hb libre dans les mgmes conditions : 
P50 « 430 Pa). 
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SSSda^t 1 lourf , f^'^^t''^'^*"'^"''"^ P"'s 9 d'EDCI. U reaction est poursuivie 

Tfl^hl.* ? dans I'exemple 2. 

0 5 a d^S^**l^TT S"^"" """'^^ benzenetricarboxylate par g de polymire 

H'n,;tL, P?^«»*°^ate de dextrane sont dissous dans 25 ml de NaQ aqueux 0 05 M On aiartelOm 

XaS'irro'^^T''°'"''^°°'"°"^'"^^^ 

p.?c^roS:rs«j^^^^^^^ 

sous Hb correspond au v^Td^^S^^^^^^^^^ 

Pso = l^^r"' "'"^ - = ■"'^^ Zs .es mimes conditions. 

ni,!^ hmS"*' Tl"'*^ r° ""^ est poursuivie a 20">C pendant 2 heures On v6rifie ou'if nv » 

plus d h6moglob.ne libre sur le chromatogramme obtenu sur une colore TSKeSswri^^FrS^rl? if 
Pso du conjugue obtenu est 540 Pa rzs'C Trie Of« m nu 1* « jwwu aw (LKB France). La 

30 conditions. Pso = 430 Pa) ' ' " ^'^ ' 1^"»9'oWne Hbre dans les mdmes 

202 mflr^Z^^'^'t^. chromatographle sur coionne de Dowex. et ensulta sur colonne d-Ultrogel d'AcA 
oi ^Hf r I- '■!'"** '^"^ * ^""^^ ««'"«"se (pH 9). puis le polymere esSoDhiNsf 

0.2 g de ce polym&re contenant environ 1.5 10-^ moles de benzine Ventacarboxvlate^^^ 

r r^pT to's'dS.'^^^^^^^^^ °h" ^^"^h^ ' ^ °" Krd^ss^o'n'j;?mS^^^^^^ 

d'uSrSefSivMnBF F.S?i^^^^^^ ''^ ^^"^f '"^'^S^ chromatographic sur colonne 

te varlTon^ b i^Tn de purifier ie conjugu6 polymdre d'h§moglobine. U figure 4 correspond k 

d'h^Zn^K, ?K ?f"^ <*"6'"«o" Permet de constater qu'il nV a dIu^ 

S'SS h rnf '*-yK,''°'^^^P°"'*^"^°'"'"^ ^'''''"s'^e '*«"°""e : '«fle<=he sous Hb coSeL?ond au wIuto 
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11 g de polycarboxylate de dextrane sont dissous dans 250 mJ d'eau. On ajuste le pH k 6.5 et on ajoute 150 
m! d'une solution d'h^mogloblne & lOO/o. On ajoute ensuite 160 mg de chorhydrate de N'-§thyl-N (3 
dim6thyIaminopropyl) carbodilmlde (EOa) et la r6actlon est poursuMe k 20»C pendant 2 heures. 

Le conjugue d'hemogloblne obtenu est un conjugu6 nouveau. 

U mfelange est chromatographi6 sur Ultrogel AcA 54 (IBF France) pour 6limlner rh6mogloblne libre et ies 
coontaminants. La P50 du conjugu6 purifie est de 870 Pa (25'^C. Tris 0.05M, pH 7.2; Hb libre dans Ies memes 
conditions: P50 » 430 Pa). 



EXEMPLE 7: 



co"i"g"6 covalent d'h6moglobme et de dextrane-benzdnetricarboxylate (MM du dextrane 
10 000 - Haison ester entre le dextrane et le site polycarboxylate). Couplage k roxyt)6mogloblne. 

Le dextrane-benzenetricarboxylate est prepare en faisant reaglr 26 g de benzene 1,2.4,5 tfetracarboxyllque 
dianhydnde avec 20 g de dextrane en milieij aqueux kpH9 pendant 15 h; La solution est ensuite debarrass^e 
de lacide benzdne 1,2.4.5 tetracarboxylique residuel par dessaJage sur une colonne d-Ultrogel AcA 202 
(IBF-France) avec un tampon phosphate 0,2M, pH 7.2. 

Aprds une dialyse prolong6e centre de Teau. la solution contenant le polymere est lyophilisee Le 
po^rcarboxylate de dextrane content 1.15 10-3 ^oles de benzenetricarboxylate (BXC) par g de polymere 

5 g de polycarboxylate de dextrane sont dissous dans 250 ml d'eau. On ajuste le pH k 7.0 et on ajoute 150 mi 
d'hemoglobine k 100^. On ajoute ensuite 120 mg de chlorhydrate de N'-6thyl-N(3 
dlm6thyIaminopropyl) carbodiimide (EDCI) et la r6actlon est poursuivie k 20^C pendant 2 heures 

Le m6lange est chromatographl6 sur Ultrogel AcA 54 (IBF France) pour eliminer rh6mogIoblne libre et Ies 

SSorPfio J^43^ ^""^^ ^ "^"^^ ^'^^ "^'^ "^^""^ '^^ '"^'"^^ 

On peut 6galement pr§parer le conjugu6 d^fini ci-dessus k I'aide de dextrane et d'acide benzene 124 5 
tetrawrbo^Orlique. en presence de carbodHmlde soluble dans I'eau tel que le chlorhydrate de N'-6thvl-Nr3 
dim6thylaminopropyl) carbodilmlde (EDCI). y wmyi i>no 

EXEMPLE 8: 

On pr6pare. selon le protocol© decrit dans I'exemple 5. Ies conjugues : 
. d|h6mogloblne et de poly6thyl6neglycol-benz§nepentacarboxyIique 
. d'hemoglobine et de poly6thyl§neglycol benzenet6tracarboxyllque 
. d|h6moglobine et de poly6thyl6ne-glycol-benz6netrlcarboxyllque 
. d'hemoglobine et de polyethyleneglycol-benz6ne-dicarboxyIlque. 

EXEMPLE 9: 

poS^th^'i&c^Snz.n'eS^^ '^^ '""^'^^ ' ^ "'"^"^"^ d-h.mog,ob.ne e, de 

^TmIm^^^' le PolySthylSneglycol-benzenetricarboxylique. on fait rtoglr du benzene-t6tracarboxyllque 
dianhydride avec du poly6thyl6neglycol en milieu organique. tel que dim§thy!formamide. La solution est 
ensuite det)arrass§e de lacide benz6ne tetracarboxylique rdsiduel par exemple par dessalage sur une 
colonne d'Ultrogel AcA 202 (IBF-France) avec un tampon phosphate o!2M.pH 7 2 
Aprte une dialyse prolongfee centre de Teau. la solution contenant le polym6re est lyophllls6e 
Le polycarboxylate de polyMhyldneglycot est dissous dans de I'eau. On ajuste le pH i 7.0 et on ajoute une 
soliJtton d h^moglobine. par exemple & 10%. On ajoute ensuite du chlorhydrate de N'-6thyl-N(3 
dimSthy^aminoprowrl) caibodflmlde (EDCI) et la r6action est poursuivie k 20°C pendant 2 heures 

la mdlange est chromatographic sur Ultrogel AcA 54 (IBF France) pour eliminer l'h6moglobine libre et Ies 
contaminants. 

On pr6pare 6galement selon le protole Indlqu6 precedemment. le conjugue d'hemoglobine et de 
^^^^^^^^^ ^'alde de poty6thyldnegiycol et de benzdne 1 ,2.4 tricarboxyllque 

On peut 6gaiernent preparer des polyethyl^neglycols « benzenepolycarboxylates en faisant reaglr Ies acides 
benz6nepolycarboxyIiques sur Ies fonctlons OH du polymere en presence de dicyclohexylcarbodiimide/dlm§- 
thylamlnopyrfdlne dans le dlmfethylformamlde. 

EXEMPLE COMPARATIF 1 : 

Get exemple a pour but de comparer la P50 obtenue en mettant en oeuvre le proc6d6 de I'lnventlon pour 
^l^A^l^ conjugues d'h6moglobine dans lesquels la liaison covalente est dtablie entre un groupe 
aJdShyde non port6 par le site Z sur lequel se trouve le groupe anionlque phosphate. 

On pr6pare du phosphate de dextrane a I'aide de dextrane de ddpart de masse mol6culaire d'envlron 10 000 
que I on transforme en phosphate disodique contenant 80^ de phosphore. conform6ment au protocole d6crit 
dans I exemple 1 de la demande France n''86.09625. 

unU6s^gkIL^^^ dextrane par le p6riodate de sodium de ta^on k obtenir 13 aldehydes pour 100 

Ce dextrane phosphate alddhydique est mis k r6agir avec rh6mogloblne dans la proportion 1.5 en masse 



17 



EP 0338 916 A1 

(masse de dextrane / masse d*h6moglobine). d pH 8; Oria reaction est poursuivie ^ 4°C pendant 24 h. On 
ajoute alors une solution de NaBH4 dans NaOH ^0r^t4. Le melange est chromatographid pour controler qu'il 
n*y a plus d*hemoglobine libre (HPLC sur colonne TSK G 3000 SW Beckman). 

Quand la reaction est faite sur la d§oxyhemogloblne selon ie precede decrit dans la demande France n° 
5 86.09625, la P50 du conjugu§ d*h6moglobine est de 3380 Pa (25'' C, Tris 0,05 M, pH 7.2). 

Dans les mdmes conditions, la Pso de l'h6mogloblne libre est de 450 Pa. 

Quand la reaction est faite sur roxyhSmoglobine. conform^ment au proc^dS de la pr^sente invention, la P50 
du conjugu§ d'hdmoglobine est de 425 Pa (25<'C, Tris 0,05 M, pH 7.2). 

Dans les mdmes conditions, la P50 de rh6moglobine libre P50 est de 430 Pa. 
10 Cet exempie comparatif montre que le precede de pr6paratlon de conjugues d'hSmogiobine a I'aide 
d*h6moglobfne oxyg6n6e n'est pas applicable lorsque la liaison covalente est etablie entre un groupe 
aldehyde (carboxyllque ou OH) non fixd sur le site Z comportant les charges anioniques. 



15 Revendications 

1. Precede de preparation de conjugu6s macromoleculatre hydrosolubles d'hemoglobine, non 
biodegradables ou peu blodegradables, pendant le temps durant lequel le conjugue macromoleculaire 
doit assurer des fonctions oxyphorlques dans la plasma. pr6sentant pour I'oxygdne une affinit6 Inferieure 

20 d celie de rh6mogIobine libre. caract6ris6 en ce que : 

- on fixe, dans une premiere 6tape, des sites Z sur un polymere P, a raison d'au molns un site Z par chaTne 
de polymdre, le polymere P 6tant hydrosoluble, non toxique, de preference non antlg§nique, 
h^mocompatlble, de masse moleculaire d'environ 1 000 k environ 500 000. de preference d*environ 1 000 
k environ 100 000, comportant un ou plusieurs groupes polaires, de pr6f6rence des groupes hydroxyles, 

25 carboxyliques ou amines, et les sites Z contenant d'une part au moins une charge negative portie par des 

groupes, sulfates et/ou phosphates et/ou carboxylates et destln^e & cr§er une liaison ionique avec 
l*hemoglobIne, et contenant d'autre part au moins un groupe carboxyllque, aldehyde ou OH, destind d 
cr6er une liaison covalente avec rh6mogIobine. 

. soit en utilisant un compos6 Z-Y dans lequel Y est une fonction active ou activable a l*aide d'un agent 
30 deactivation, telle que aldehyde, carboxyllque. amine, hydroxyle ou halogene, ou bien 

. soit en effectuant un greffage radicalaire des sites Z sur le polymdre P; 

- puis dans une seconde 6tape, on fait r6aglr le polymfere P comportant le ou les sites Z avec de 
rh§moglobine sous oxyg6n6e dans un milieu non d6oxyg6n§. dans des conditions telles que 
i'hemoglobine ne subisse pas de d^naturation et puisse passer apres couplage avec le polymere de 

35 fapon reversible de la forme oxyg§n6e ft la forme d§oxyg6n6e, en milieu aqueux de pH compris 

d'environ 5 a environ 9, 

pour former d'une part au molns une liaison ionique entre Tun au moins des sites Z portSs par le polymere 
et I'hemoglobine et d'autre part au moins une liaison covalente entre le m§me susdit site Z porte par le 
polymere et I'hemoglobine, 

40 - lorsque la reaction ci-dessus indiquee conduit 6ventuellement ft des fonctions imines, celtes-ci peuvent 

etre stabilisees en fonctions amines, par exempie par rftduction ft I'aide de NaBH4, NaCNBHs, le 
dimethylaminoborane ou HCOOH. 

2. Proc6de de preparation de conjugu6s macromoleculaires selon la revendlcation 1, caract^risft en ce 
que i;on fixe les sites Z sur le polymftre P de telle sorte que la relation entre le nombre et la nature des 

45 charges negatives destines ft crfter une liaison ionique entre un site et I'hftmoglobine (non engagftes dans 

la liaison entre un site et le polymftre et non engagftes dans la liaison covalente entre un site et 
rhftmoglobine) soit la suivante : 

- lorsque chaque site Z contient un groupe anionique unique constituft d'un sulfate ou d'un phosphate, 11 y 
a au moins un tel site Z tous les dfoc monomftres du polymdre. 

50 - iorsqull s*agit de site Z contenant au moins deux groupes anioniques, constitufts de sulfates et/ou de 

phosphates, il y a au moins un tel site Z par chalne de polymdre. 

- lorsque chaque site Z contient des charges anioniques provenant de carboxylates. ii taut au moins deux 
groupes carboxylates sur un m§me site Z. et au moins un tel site Z tous les cinq monomeres, 

- lorsque Pun au moins des sites Z contient au moins trois charges negatives provenant de carboxylates, 
55 il y a au moins un tel site par chatne de polymfere. 

3. Proc6d6 de pr6paration de conjugu6s macromol6culaires selon la revendication 1. caract6ris^ en ce 
que Ton fixe les sites Z sur le polymftre P de telle sorte que la relation entre le nombre et la nature des 
charges negatives destinfts ft crfter une liaison Ionique entre un site et rh6moglobine (non engagees dans 
la liaison entre un site et le polymftre et non engagees dans la liaison covalente entre un site et 

€0 I'hemoglobine) soit la suivante : 

- lorsqu'il s'agit de site Z contenant un groupe anionique unique constttuft d'un sulfate ou d'un phosphate, 
il y a au moins un tel site Z par chalne de polymftre et au plus un site Z tous les onze monomftres, 

• lorsqu'il s'agit de site Z contenant un groupe anionique unique constituft d'un carboxylate. non engagft 
dans la liaison entre le site et le polymftre et non engagft dans la liaison covalente entre le polymftre et 
65 i'hemoglobine. il y au moins un tel site Z par chaihe de polymftre. 
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- lorsquMI s*aglt de site Z contenant deux charges anioniques provenant de deux carboxylates non 
engages dans la liaison entre le site et le polym^re et non engag6 dans la liaison covalente entre le 
polym^re et rh^moglobine. il y a au molns un site Z par chadne de pofymdre et au plus un tel site Z tous ies 
sixmonomSres. 

4. Proc6d6 selon Ies revendications 1 k 3, caract6ris6 en ce que Ies liaisons covalentes entre le 5 
polym^re P et rii6mogloblne sont Stabiles entre au moins un groupe carboxylique, aldehyde ou OH port6 

par Ies sites Z et au moins une amine de rh6moglobine situee dans le site aliosterique de I'hemoglobine 
lorsque celle-ci est sous forme d6oxyg6n§e. notamment Tamine de I'une au moins des deux valines 
p-terminalesde Themogtobine. 

5. Proced6 selon Ies revendications 1 d 4. caracterise en ce que Ies ponts salins entre Ies groupes NH3+ 10 
et Ies groupes COO" internes de Themogloblne sont intacts lorsque l*hemogIoblne est sous forme 
dSoxyg^n^e. 

6. Proc6d6 selon Ies revendications 1 k 5. caract6rls6 en ce que le polymere P est choisi parmi ies 
polysaccharides, notamment Ies hydroxyalkylamldons dont la radical all<yle comporte de 2 ^ 4 atomes de 
carbone. rinuline. le dextrane et ses derives, notamment le dextrane amin6. I'alcool polyvinyllque, la 15 
polyvinyipyn-olidone. le polym6thacrylate et ses d6rives, Ies polypeptides, Ies polyalkyl6ne glycols dans 
lesqueis le groupe alkyl6ne comporte de 2 a 5 atomes de carbone, notamment le poly6thyl§ne glycol et le 
polypropylene glycol. 

7. Procede selon ies revendications 1 a 6. caract6rls6 en ce que le polym6re P a une masse mol6culaire 
moyenne Inf6rleure ou 6gale d 70 000, lorsqu'll est constltu6 par le dextrane et ses d§rlv6s, et une masse 20 
moI6culajre inf6rieure ou egale A 10 000 lorsqu'il est choisi parmI Ies polyalkyldne glycols la 
polyvinylpyrrolidone ou le polym6thylacrylate. 

^ 8. Proc6de selon Ies revendications 1 k 7. caract6rls6 en ce que le site Z est rell6 au poIym6re par 
rinterm6diaire d'une fonction ester. 6ther, amide ou amine. 

9. Proo6d6 selon Ies revendications 1 k 8. caract6rise en ce que le site Z comporte Ies groupes OSOaH 25 
0P03H2.0-CH(C0OH)2.-O-CH(C00H)-CH2-C00H. 



0-CH2-r{CH~CH2)l -CH2-COOH, 
[ COOH J 



30 



n variant de 1 a environ 4. ou provient du pyridoxalsulfate. du pyrldoxalphosphate, de I'adenosine 
triphosphate, de ta phosphotyrosine, de la phosphoserine, de I'inositolhexaphosphate et ses d6rlv6s, 
d'acide polycarboxylique contenant de 2 a 10 atomes de carbone sur la chaTne princlpale. de Tadde 35 
benzenecarboxylique comportant au moins trois fonctions carboxyliques. du 2.3 diphosphoglyc6rate. 

10. Procede selon Ies revendications 1 d 9, caract6ris6 en ce que Ies liaisons covalentes entre le 
polymere et i'hemoglobine sont §tablles k partir des groupes carboxyllquees provenant des sites Z flx6s 
sur le polym§re et des groupes NH2 de I'hemoglobine. 

1 1 . Procede selon Ies revendications 1 a 10, caract6rise en ce que Ies liaisons ioniques entre le polymere 40 
P et I'h6moglobine sont 6tablies entre Ies groupes carboxylates des sites Z et I'h6moglobine. 

12. Procede selon la revendicatlon 1, caract6ris6 en ce que le polymere est obtenu k partir de dextrane 
amine de masse moi6culalre d'envlron 40 000. et d'environ 2.10-^ moles d'aclde benzenehexacarboxyll- 
que parg de dextrane. 

- Ies liaisons Ioniques 6tant stabiles par rintermfediaire des groupes carboxylates du benzenepentacarbo- 46 
xylate nx6 sur le polymere, non engages dans la liaison entre le polymere et Taclde benzenehexacarboxy- 
llque, 

- et Ies liaisons covalentes etant etablles entre Ies autres groupes carboxyliques de Tacide 
benzenepentacarboxyliquB - k lafois non engages dans ta liaison entre Tacide benzenehexacarboxyllque 

et le polymere et non engages dans Ies liaisons Ioniques ci-dessus d6finies - et des groupes NH2 de 50 
rh6moglobine. 

13. Procede selon la revendlcation 1. caracterise en ce que le polymdre est obtenu k partir du dextrane 
amine, de masse mol6culaire d'environ 10 000. et d'envlron 3.5x10"* moles d'acide benzenehexacarboxy- 
llque par g de dextrane. 

- Ies liaisons ioniques etant etablies par Tintenmedlaire des groupes carboxylates du benzenepentacarbo- 55 
xylate fixes sur le polymdre, non engages dans la liaison entre le polymdre et I'aclde benzenehexacarbo- 
xylique, 

- et ies liaisons covalentes etant etablles entre Ies autres groupes carboxyliques de Taclde 
benzenepentacarboxyllque - k lafois non engages dans la liaison entre I'aclde benzenehexacariDoxyllque 

et le polymere et non engagds dans Ies liaisons Ioniques chdessus deflnles - et des groupes NH2 de 60 
l*h6mogloblne. 

14. Procede selon la revendlcation 1. caracterise en ce que le polym6re est obtenu k partir de dextrane 
amine, de masse moieculaire d'envlron 10 000, et d'envlron 3.2x10-* moles de benzenetetracarboxyllque 
par gde dextrane. ' ^ 

" *«s liaisons Ioniques etant etablles par rintermediaire des groupes carboxylates du benzenetricarboxy- $5 



19 



EP 0338916 A1 



late fix6 sur le poiym6re, non engages dans la nalson entre le polymere et I'acide benzenetetracarboxyli- 

- et Ies liaisons covalentea 6tant Stabiles entre Ies autres groupes carboxyliques de I'acide 
DenzeneMcarboxyllque - a la fois non engagfes dans la liaison entre I'aclde benzenetetracarboxyllque et 
e polymere et non engag6s dans Ies Fiaisons Ioniques ci-dessus deflnies - et des groupes NHz de 
I nemoglobine. 

=lt 'a revendication 1. caract6rise en ce que le polymere est obtenu a partir de dextrane 

g dL 5)S^6re^ molfculaire d'envlron 10000. et d'envlron 4.10^ moles de butane tetracarboxyHque par 

- Ies liaisons ioniques 6tant etablles par l'lntemi§dlalre des groupes carboxylates du butanetrfcarboxylate 
11X6 sur le polymere. non engagfes dans la liaison entre le polym6re et I'acide butanetetracarboxylique 

buSnSriri^nX.'^'^^'f > ^ ^"^^ ^"^P^ carboxyliques de I'acide 

butenetncarboxylique-a lafols non engages dans la liaison entre I'acide butanetetracarboxylique et le 

rhSli7obi!.e"°" "^""^ ^'^^ cMessus d6finies-et des groupes NHa de 

Jnn«^'°»f ''^ 1- caract6ris6 en ce que le polymSre est obtenu & partir de 

monomethoxypolyoy6thyl6ne amln6, de masse mol6culaire d'envlron 5 000. et d'envlron 1^x1(A moles 
debezenehexacarboxyliquepargdepolymdre, 

v!,!f»I!fi^°"' '"."'"T parrinterm6diaire des groupes carboxylates du benzenepentacarbo- 

xylate fixe surle polymere, non engages dans la liaison entre le polymdre et I'acide benzenehexacarboxy- 

i«LnoJ'°i'^"L°T'^"*®f '^^ 9^°"Pes carboxyliques de I'acide 

benzenepentacarboxyllque - i la fols non engages dans la liaison entre I'aclde benzenehexacarboxylique 

riimffiine "°" ^''^ '^^ ci-dessus deflnies - et des groupes NHz de 

JJi^f^^ ^eyendication l^araotSrise en ce que le polymere est obtenu & partir de dextrane. 

gue^argde poJiSre ^ ^'^"^'"^ 1.15x10-3 moles de benz6ne-1 A4.5 t6tracarboxyli- 

- Ies liaisons ioniques 6tant etablles par I'lntermfedlaire des groupes carboxylates du benzSnetrlcarboxy- 
late fixe sur le polymere. non engages dans la liaison entre le polymfere et I'acide benz6ne-1.2.4 5 

hanlo'n^.r.I!^K"^•''°''^^",^^^*"'* '^^ 9™"P»s carboxyliques de I'aclde 

benzenetncarboxylique - a la fois non engag6s dans la liaison entre I'acide benz6ne-1.2.45 tfetracarboxy- 
I'h^mitobine"'*" engagis dans Ies liaisons ioniques ci-dessus ddfbiles - et des groupes NH2 de 

nlt^« ^"^^ ^^!!" I? revendlcations 1 & 17. caract6rls6 en ce que a I'issue de la premiere 6tape. le 
pohrm6re oomportant Ies sites Z est actlvfi avant d'§tre mis en reaction avec rh6moglobine 

19. Procede selon Ies revendicatlons 1 a 18. caract6ris6 en ce que I'activation consiste atransformer Ies 
f onctions OH en groupes aldehydes, par exemple par oxydatlon periodique. 

20. Proc6d6 selon Ies revendicatlons 1419. caract6ris6 en ce que I'activation des sites Z du polymere et 
sa mise en rteotion avec rhfemogloblne sont pratlquement slmultan6es 

21. Proc6d6 selon Ies revendicatlons 1 & 20. caract6ris6 en ce que Ies sites Z du polymdre • 

- sont actArSs ^r exemple & ralde de carbonyldiimidazole. loreque Ies sites Z ne comportent pas de 
groupes aldehydes, mais qu'ils contiennent des fonctions hydroxyles, 

- ou bien sont activds & I'alde de reactifs utllis6s en synthase peptidique. lorsque Ies sites Z comportent 
des groupes carboxyles. 

Proc6d6 selon Ies revendicatlons 1 4 21. caract6rls6 en ce que la rfeaction entre le polymdre et 
I h6moglobine pendant un temps lnf§rleur 4 celul entrainant au plus environ 5 % de m6th6moglobine de 
preference pendant au plus 10 h, et a une temperature permettant une consenration correcte de 
I nemoglobine, par exemple entre 3°C et 30° C. 

23. Procede de preparation selon I'une des revendicatlons 1 4 22 de conJuguSs d'hSmoglobine dans 
lesquels Ies sites Z sont rell6s au polym§re par I'intermfediaire d'une liaison ester. caract6ris6 en ce que • 

- dans une premiere 6tape, on fait r6aglr Ies sites Z sous forme anhydride, notamment du benzdne 1 .2 4 5 
tetracarboxyhque dianhydride ou du benzdne 1^4 tricarboxylique anhydride, sur un polymWe 
oomportant des fonctions OH. notamment du dextrane ou du poly6thyldneglycol. dans un milieu dans 
lequellepolymftreestsoluble.pourflxerlessltesZsurlepolymftre: ■ miiwu oans 

- dans une seconde 6tape. on fait r6agir le polymdre P oomportant le ou Ies sKes Z avec de rhfemoglobine 
so>» forme oxyg6n6e. dans un milieu non d6oxyg6n6, dans des conditions telles que l'h6mogloblne ne 
subisse pas de dSnaturation et puisse passer aprds couplage avec le polymSre de fa^on rSversible de la 
forme oxygen6e & laforme d6o}grg6n6e, en milieu aqueux de pH comprls d'envlron 5 d environ 9 

*fI5!^!I!!iS^Kiir ^ ^ - "™ '*"" ^ """"^ *s Z port6s par le polymere 

et I h6rnogk>bine et d autre part au moins une liaison covalente entre le meme susdit site Z porte par le 
polym6reetrh6mogloblne. K^nopairo 

24. Conjugu6 macromol6culaire caract6ris6 en ce qu'H est obtenu par le proc6d§ selon la revendication 
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25. ConJugu6 macromol6culaire hydrosoluble tfhdmogloblne, non blodfigradable ou peu biodegradable, 
pendant le temps durant lequel \e con]ugu6 macromoleculaire doit assurer des fonctions oxyphoriques 
dans le plasma. pr6sentant pour roxygdne une affinite inf6rieure & celle de rh6moglobine fibre. 
caract6ris6 en ce qu'il est constitue : 

- d une part par de I'hemogloblne. laquetle peut passer de faQon r6verslble de la forme d6oxyg6n6e k la 
fonme oxygSn^e, 

- d'autre part par un polymdre P hydrosoluble, non toxique. de pr§f6rence non antfg6nique. 
h6mocompatlble. de masse mol6culaire d'envlron 1 000 d environ 500 000, de pr6f6rence d'environ 1 000 
& environ 100 000, comportant des groupes polaires, de pr6f§rence des groupes hydroxyles, 
carboxyliques ou amines, 

- lequel polym6re comporte un ou des sites 2 contenant d*une part au molns une ciiarge negative port6e 
par au molns un groups ciiolsl parml les groupes su'ivants: sulfate, phosphate, carboxylate, et destin6e k 
cr6er une liaison ionique avec le polymere, et contenant d'autre part au molns un groupe carboxylique, 
ald6hyde ou OH, destine k creer une liaison covalente avec l'h6mogiobfne, 

- le poIym§re P 6tant rell6 ^ I'h^moglobine 

. d*une part par rintermSdiaIre d'au moins une liaison ionique etablie entre Tune au moins des charges 
n6gatives des sites Z port6s par le polymdre P et Themoglobine, et 

. d'autre part par I'intermddialre d'au moins une liaison covalente 6tablle, entre Pun au moins des groupes 
carboxylique. aldehyde ou OH des susdits sites Z port6s par le polym6re P et l'h6moglobine. 
-ie nombre de liaisons covalentes entre te polymere et i'h6mogloblne 6tant tel que le conJugu6 
macromol6culalre a une masse mol6culalre moyenne d'environ 70 000 A environ 1 000 000, de pr6f 6rence 
d'environ 70 000 ^ environ 500 000, la relation entre le nombre et la nature des charges negatives, le 
nombre de sites et le nombre de monomeres etant la suivante : 

- lorsqu'il s'agit de site Z contenant un groupe anionique unique constltu6 d'un sulfate ou d'un phosphate, 
il y a au moins un tel site 2 par chains de polym6re et au plus un site tous tes onze monomeres. 

- lorsqu ii s'agit de site Z contenant un groupe anionique unique constituS d'un carboxylate, non engag§ 
dans la liaison entre le site et le polymSre et non engag6 dans la liaison covalente entre le polym§re et 
rh^moglobine, it y au molns un tel site Z par chaTne de polymere, 

- lorsque il s'agit de site Z contenant deux charges anioniques provenant de deux carboxylates, il y a au 
moins un tel site Z par chalne de polymere et au plus un site Z tous les six monomdres. 

26. ConJugu6 macromolfeculaire selon la revendications 25, caract§ris§ en ce que les liaisons covalentes 
entre le polymdre P et Themoglobine sent 6tablies entre au molns un groupe carboxylique ou aldehyde ou 
OH port6 par les sites Z et au moins une amine de rhSmoglobine situ6e dans le site aIlost6rique de 
I'hfemoglobine, notamment I'amine de I'une au molns des deux valines p-termlnales de I'hfemoglobine. 

27. Conjugu6 macromol6culaire selon les revendications 25 et 26, caracterise en ce que les ponts salins 
entre les groupes NH3* et les groupes COO- Internes de rhemoglobine sont intacts lorsque 
r[i6moglobine est sous forme deoxygen^e. 

28. Conjugu6 macromoleculaire selon les revendications 26 et 27, caract6ris6 en ce que le polymere P 
est choisi parmi les polysaccharides, notamment les hydroxyalkylamldons dont la radical ail<yle comporte 
de 2 4 4 atomes de carbone, Tinuiine, le dextrane et ses d6riv6s, notamment le dextrane amine, Talcool 
polyvinyiique, la polyvinylpyrrolidone, le polym6thacryiate et ses d6riv§s, les polypeptides, les 
polyalicyi6ne glycols dans lesquels le groupe ali<ylene comporte de 2 a 5 atomes de carbone, notamment 
le poIy6thyi6ne glycol et le polypropylene glycol. 

29. Conjugud macromoleculaire selon les revendications 25 k 28, caracterise en ce que le polymdre P a 
une masse moieculaire moyenne inf6rieure ou egale e 70 000, lorsqu'll est constitue par le dextrane et ses 
derives, et une masse moieculaire Interfeure ou egale & 10 000 lorsqu'it est choisi parmi les polyatkyline 
glycols, la polyvinylpynrolldone ou le polym6thylacrylate. 

30. Conjugue macromoleculaire selon les revendications 25 k 29. caract6rls6 en ce que le site Z est reiie 
au polymere par rintermddialre d'une fonction ester, ether, amide ou amine. 

31. Conjugue macromoleculaire selon les revendications 25 a 30. caract6ris6 en ce que le site Z 
comports des groupes OSO3H. OPO3H2, 0«CH(C00H)2. -0-CH(C00H)-CH2-C00H, 



n variant de 1 e environ 4, ou provient du pyrldoxalsulfate, du pyridoxalphosphate. de I'adenosine 
triphosphate, de la phosphotyrosine. de la phosphos6rine, de l'lnositoih6xaphosphate et ses derives, 
d'acide polycarboxyllque contenant de 2 ^110 atomes de carbone sur la chains princlpale, de I'acide 
benzenecarboxylique comportant au moins trois fonctions carboxyliques, du 2,3 diphosphoglycerate. 

32. Conjugue macromoleculaire selon les revendications 25 d 31, caracterise en ce que les liaisons 
covalentes entre le polym6re et I'hemoglobine sont etabiies k partir des groupes carboxyliques provenant 
des sites Z fix6s sur le polymere et des groupes NH2 de I'hemogloblne. 

33. Conjugue macromoleculaire selon les revendications 25 & 32, caracterise en ce que les liaisons 
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joniques entre le polym^re P et l'h§moglobine sont Stabiles entre les groupes carboxylates des sites Z et 
I h6mogIobine. 

inni^"^"^"^ macromoISculaire dans lequel le polymSre est du dextrane de masse moleculaire d'envlron 
10000, les liaisons lonlques 6tant §tablies par I'intermediaire du groups carboxylate du benzdnedlcarbo- 
xylatenx6 sur le poIymSre. non engagfe dans la liaison entre le benzdne 1^.4-tricarboxylique anhydride et 
le polymere. 

- les liaisons covalentes fetant 6tablies entre l*autre groupe carboxylique du benzdne-dicarboxylate - a la 
fois non engag§ dans la liaison entre le benzdne-l ^,4-tricarboxyIlque anhydride et le polymdre et non 
engage dans la liaison lonique definle cl-dessus - et des groupes NH2 de Thfemogloblne. ie nombre de 
groupes benzinedlcarboxyfates §tant d'envlron 1 tous les dix monomSrBS. 
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